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On changeiTient apporte a /a redactio 



POLYMERES BIOCOMPATIBLES LEUR PROCEDE DP- 
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS LES CONTENANT. 



Dolvn.^ K. ^^^^^"^^ invention concerns de nouveaux 
polyxneres bxocompatibles , leur precede de preparatioIT 
les cpmpositions les contenant. Preparation et 

ool ^ connalt dans 1 • art anterieur des 

Poi™ derives de dextranes obtenus par substitution 
par des res.dus carboxyxne thyle , carboxymethyle 
benzy a..de et carboxy™.thyle-ben.yla.ide-sulf onat ces" 
po y^eres leur proc.d. de preparation et leur proprietl 
ont ete decrits dans le brevet Prancais No. 2 461 724 
axns. c^e dans le brevet US No. 4 740 594. Pari ces 

e p::::nt^T'"^ ""^^^ - 

peuvent etre utilises en ^;=,r.^- 

sTIltl^L ^ 1 •Sparine gui .onsi.ta en une 

activate biologigue in vitro des facteurs de 
cro..sa„.e de la fa„,ilxe de. POP (T.rdieu et coll 
.ournal o. Cellular Physiolo^, is^,, ,so. Pa.e. Ill', 

06fi ■ "'^'^ le brevet Frangais No. 2 644 

066 decr.t 1 • utilisation de d4riv^s de dextrane 

carboxym^thyl-benzylamide-sulfon,f= - ■ , ^"""""^ 
..„],„„ ., "lae sulfonate, design^s CMDBS, 

seuls ou assoc.es aux FGFs pour la cicatrisation 

brevet, p ^^"^ r4a^m..nt . il a 6t4 propose dans les 
brevets Francais No. 2 718 023, No. 2 718 025 =^ 

NO 2 718 023 d'utxliser des polyn^eres capables de 
Proteger, stabiliser et potentialiser les facteurs de 
cro.ssance . affinit. pour l-.^parine, tels les facteurs 
de croxssance des fibroblastes ou FGF et du Tran.^ 
Growth Factor b§ta (TGFfli Transforming 

'^^^^ (TGFP), comme medicament pour le 
traitement des l.sions respect ivement du Lactus 
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digestif, du systeme nerveux d^c^ ... 

Pour illustrer cet ef fet o^o^ . " — ulaires . 

dextrane CMDBS ces brevet ^^--^^ <^e 

ua^, ces brevets rapportent les resulta^c, rio 
la digestion proteolytigue par de 1 . ^ ^^^"^^^^^^ 
du FGF2 ou du TGFB r trypsme du FGFl, 

stabilisation et de prten':":''''^ P-tection, de 

croissance . a/fi^i.e pr/^r^'^" '^^^^^^^ 

caract.riser une nouvelle ^Lsse T""' "^^^'^ 
HRrpno "vexie classe de polymeres, desianes 

rtiiCiFPP pour "H<ar>ar--i j • ^^cj-yries 

tractus diaec5h-if ^4- ^ - nerveux et du 

1 -utilisation de ces no^^^^ • 2 718 024 propose 

traitexnent des medicament pour le 

ement des inflammations. Cette acti,r-!i-^ 

- we.o a .enzymes proteolytigues i.^xH.LT^^sT 

leurs effets toxiques comme la benzylamine 

limitees 4 la reparation et i l! ■ " 
certain3 tl33u3 seule.e„t. — trisation de 

paller ces ^l„r"".' invention vise pr^ci3*.ent 4 

ces mconvenients en offran^ 
Polyn4re3 biocompatibles faci "3 " ™aux 
Dr4s*=n<-=.r,*- T J-aciies a preparer et 

presentant les proprlet.s des hbofpp „ais aussi, de 
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champs d- application / P^^ettant des 

appxication notamment ther-P.r^<=,, - • 

etendus qui ne sont r..o i • • ^ ''^^^^Peutigues tres 

vd"j. ne sont pas limites ^ 

(Agents de r^gfefe,,i,,, . ■'-^-"".Txng Agents- 

10 molaire superieure ^ . invention ont une masse 

uyerieure a environ 5 000 n^ii-r.^ 
constitu.3 par un enchalne.ent Ce Z.TlZL^" 
d.f..rents, .o^..^ ,,„,r.X. a) suit^^t: ^^^^ °" 

Aa Xx Yy 
dans laquelle 

- A represente un monomere- 

un _;je n:™ rntTr;:i:r-^^ 

-R-COO-R.. oi> R est une liaison = 
hydrocarbon^e aliphati<ni, ^^^^^'"n °u une ohalne 

- insatu..e et gui t::7ontrr:n"r " -^^""^ 

aromatiques i I'exceotlon ^ , Plusieurs cycles 

ben.yla„i„e su.ZlH "J^'^ ^'l"-— - - la 
d'hydrogtae ou un cation, "Pr-sente un atoae 

'■^ sulfonate f ix/suT^Tn Sroupe^ent sulfate ou 

j-ixe sur un monomere A f^t- 

■ies f ovules suivantes : -R.0-S03 t '^^'"^^"^ * 
S03-R., o, R est une liaison ou ° ;'<,^;;;"-r" ' ' 
aliphatigue, .ventuelle^ent .a^ifT^e ^t "I r"''""'^ 
q"i pent contenir un ou Dlu=i msaturee et 

' -exception de la Jn Jl^nret^^^^ ^!aT"r ^ ' 

sulfonate, et R. .epr.sente un ...JlZ^TZZ 

.ei -e;a\^rrrdi?sr;^tTr^*' 

est sup.rieu.e 4 environ 5 000 dalt^n T 
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est de l.ordre de 50%. ' P-eference 

' " ^ represents le taux de substitution de 

1 ense„*ie des ™ono.*res A par les groupe^ents v.^ul 
est co^prrs entre environ 30 et 150%, et de prefe^l" 
est de I'ordre de 100%. e'-erence 

'0 radical r ^''J^^^^^"--"-' <^-s la fonnule ,l, , le 

raaical R des groupement X et Y ^v,^ • ■ 

groupemant al>cyle. allyle arvle li " "° 

J.xyj.e, aryle, lineaires ou ramifies. 

oi de« definition des taux de substitutions 

100 % T-r""' '^"^ --stitution X de 

100 %, le fart gue chaque i„ono,„4re A du polymtee de 
l^nventron contient statisti^e,„ent un .roupe^rt x Z 
xTI.,T^:T -bstitution y de 100 % 

contLnt^tat r """"""'^^ 1 ' invention 

20 sCLtrtutio - " sroupe-nent V. ^es taux de 

substrtutaon superreurs 4 100 % traduisent le fait que 
chaque .onoM*re porte statistiquement plus d^n 

substxtutron rnf^rieurs 4 100 % traduisent le fait q^e 
chaque „ono„*re porte statistique„ent „oins d^n 
groupement du type consider^. s a un 

de presenter^" Polvm^res off rent l.avantage remarkable 
de presenter .n „vo une d^gradabilit^ lente. oe qui les 
differencient des h^paranes sulfates r„ ■ ^ 

produits naturellement et raoi^ 
in . *="ienc et rapidement degrades Mr- 

I^heparrnase ou 1 .h.paritinase . Bn outre, le! p^i;,,::: 
de 1 . rnventron ne contiennent pas ou ne liberLt^pr*; 
degradation des produits toxiques oontrai.o. 7 
rmi- r^^^ ^ . slufcifc, contrairement au CMDBS 

qux possedent des groupements benzylamines . 
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identiques ou differ■^^n^o ^i- 

les HEGFPP tels aue ,5.7 Proposes pour 

cels que des sucres, des esters, des alcools 
des ac.des a.i„*s. des nucleotides, etc. . . . Par^i ceu. 
cx on pr«4re plus particull^re^ent les oLs et 
notaitiment le glucose. 

r,e nombre de monomtees A est difini de facon 

supTrlerre "^"^ ""'^'^^^ 1' invention soTt 

super.eure a envrron 5 000 daltons. En consequence, les 
RGTA peuvent etre con<:;^ i ^ ^. 

' . constxtues de diverses structure-? 

par ^t"^"^^'"^ --ro..ri.ues cole 

ou de svnth ^^'^'^^^ Polyesters de biosynth.se 
ou de synthese chxmique coxnme les polyesters 
aliphatiques ou ceux d-o^nrr-; i^^-Lyesters 
15 u ^ origme naturelle comme les 

Polyhydroxyalcanoates. ii De„h • 

polysaccharides et de leurs • - 

^. . . =1- ue j.eurs derxves qu'xls c-r^i ^^t- 

rr:rnr-r e^:/-r°-' - ---- 

.nicellulaires ou P^uricelluTres-cU^I . alZ^ 
cellulose v.g.tale ou les alginates et leurs drrl;.3 

des I™ " '^""^ - ™ -tral s 

des an.Maux co^e l.acide hyaluronique ou la chitine, 

LI',' ' - -ynthAse obtenu par exemple par 

poxy acxdes amxnes nature>T <? n,, ^i. • • 

xidcurexs ou chxmiquement modifies 
oc™^e par e>ce.ple le collag^ne. peuvent .gale^ent ZUlr 
dans la constrtutlon des pol^^res de 1' invention 

rg™ """^ structure polym^rique des 

RGTA repose sur les Hi Ff^^^^^r.*- ^ 
30 susceptible. H--^. ^^fferentes formes de presentation 

susceptxbles d'etre utilisees selon le txssu ou I'organe 
a traxter ou des car-;=.oh^>--; ^- organe 

aes caracterxstxques physico-chimiaues 
co^e la solubilit., la conformation spatiale avL des 
solutxons des suspensions, des gels, des poudres des 

35 p:::r 'se"^ -^^^^^^^^ ^-p-L 

4rodab1 °" Poreux, delitables ou non 

erodables ou non, colonisables ou non, etc. . . 



L- heparins ou ses fragments a faible 
propri^te anticoagulante et les heparanes sulfates 
naturals et leurs fragments sont exclus du champ de la 
presente invention, car .- 

- Leur activite anti-coagulante peut #tre 
super ieure a 50 UI. En effet, les polymeres de 
!• invention sont depourvus d'activite anticoagulante 
significative, c'est a dire qu'ils presentent une 
activate inferieure a 50 UI /milligramme compar^e a celle 
de 1-heparine dont 1' activite est de 1 • ordre de 150 a 
170 UI /milligramme. 

- lis presentent une biodegradabilite trop 
rapxde sous Inaction d' enzymes de type heparinase ou 
heparitxnase pour permettre les effets biologiques 
obtenus dans le cadre de la presente invention. 

Les polymeres de 1 ■ invention peuvent 
egalement comprendre des groupements chimiques 
fonqtionnels, designes Z, differents de X et Y, capables 
de conf erer aux polymeres de 1 ■ invention des proprietes 
biologiques ou physicochimiques supplementaires . Ainsi 
les groupement Z sont utiles pour conf^rer aux RGTA une 
meilleure solubility ou lipophilie permettant une 
meilleure diffusion ou penetration tissulaire, par 
exemple accroltre 1 ' amphiphilie , permettre le 
franchissement de la barriere hematoencephalique, etc 
A titre d-exemple, les groupements Z, identiques ou 
differents, peuvent etre des acides amines, des acides 
gras, des alcools gras, des ceramides, ou des derives de 
ceux-ci, ou encore des sequences nucleot idiques 
d ' adressages , etc. . , 

Les groupement Z peuvent aussi representer 
des agents actifs identiques ou differents, comme des 
agents therapeutiques ou de diagnostic, par exemple un 
anti-mflammatoire, un anti-microbien, un antibiotique. 
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etc., ou encore une enzyme, un facteur de croissance, 

wL-C .... 

Des polym^res de !• invention dans lesquels 2 
est present repondent a la formule II suivante : 

Aa Xx Yy Zz 

sianif ^' ^' y> a, x, y ont la m^m. 

sxgnxfxcation que precedemment et z represents le taux 
de substitution de 1 ' ensemble des monomeres A par des 
groupements z, qui est compris entre 0 et 50 % et de 
preference de I'ordre de 30%. 

groupements X, y et z peuvent gtre fixes 
dxrectement sur le xnonoxnere A ou bien fixes les uns aux 
autres, I'un seulement etant fixe au monomere A. 

Ainsi, les groupements Z peuvent §tre fixes 
par covalence directemen^ <=i,t- i 

^j-i secernent sur les monomeres A ou fixes 

par covalence sur les groupements x et/ou Y. 

Mais, les groupements Z peuvent aussi etre 
con.ugues aux polymeres de formule (i) par des liaisons 
autres que covalentes, comme des interactions ioniques 
ou hydrophiles, selon la nature de A, x et Y Les 
polymeres de 1 • invention peuvent alors constituer un 
systeme de vectorisation de Z. Ainsi, les polymeres de 
1 xnventxon sont utiles pour vehiculer un agent actif z 
comme un facteur de croissance ou une enzyme, au nivea^ 
de t.ssus leses ou souffrant definis plus loin dans le 
cadre des applications des polymeres de 1' invention. 

X .^ V . "^^^ polymeres dans lesquels les groupes R de 
X et Y ou les groupements z sont susceptibles d'induire 
dxrectement ou apres degradation des effets toxiques 
n entrent pas dans le cadre de la presente invention. On 
Peut cxter parmi les groupements z exclus de 
1 invention, ceux qui constituent des agents mutagenes 
35 " carcinogenes ou ayant d'autres 

toxxc.tes. Ceci est le cas de la benzylamine qui peut 
etre relargu.e a partir du groupement benzylamide 
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oarc:.„ogenes sont bien connues de l^hc^ne de I'art 
(Wiessler „, at al.. Carcinogenesis. 1983; 4(7,: 867-871 
; Sanger GM, et al.. j „ed. cha„. i983.. 26<3,: 309-312,. 

1 inltr'"""- ^""""^ polymeras de 

J- invention. 

L' invention concerne ancson i . . 

. ^^cxiie aussi les compositions 

Pha^aceut.gues ou de diagnostic contenant au moins un 
Poly.ere d.finl ci-dessus associ. dans ladite 
co^pos.t.on aveo un vehicule Pharmaceutiguement 
acceptable. Ces compositions sont utilisables chL 
1 homme comme chez !• animal. En affet nr^^rr.^ i ™„ 
d^crits dans 1 ■ art - . "^^^^s les HBGFPP 

15 ^. anterieur, las polymires de 

15 1 xnventron pr^sentent las propri^tas suivantes, 

lis sont d^pourvus d'activitA 
ant.coagulanta significative, ce <^i signifie gu.ii. 
prasantent una activit* in^riaure i 50 UI/milligra™,e 
co,„parea a calle da l.h.parina dont !■ activity est da 
20 I'ordra de 150 a 170 UI/milligram„a. 

- lis stabilisent at potantialisent les 
factaurs de croissance pr^santant une affinit* pour 
1 heparxna at en partlculiar 4 tire d'axampla le Ll 
et/ou le FGF2 et le TGF p. 

- lis protegent ces facteurs centre des 
agents proteolytigues comme la trypsins. 

- lis inhibent les activites prot^asiques 
.mpl.quees dans le processus inf lammatoire cor^e par 

^ exemple elastase leucocytaire ou la plasmine. 

„ . , " exercent un effet cicatrisant dans au 

moxns les modules presentes rl«r,« i ^ 

presentes dans les brevets suscites, 
sur les muscles, les nerfs ou le tractus digestif 
don. "^^^ Polym4res de 1 • invention constituent 

done une nouvelles classes d- agents favor isant la 

ir::::iret"^''^^^^ -sculalres, nerveux et du tractus 
dxgestxf et presentant, conune cela est rapporte dans le 



9 



brevet US No. 5 693 625 a propos du CMDBS, des 
proprietes sur la cicatrisation cutanee et de la cornee 
ou sur I'os plat tel que decrit par Blanquaert F, et al . 
(Bone, 1995; 17(6): 499-506). Mais, les polymeres de 
1' invention presentent aussi des proprietes inattendues 
par rapport au CMDBS. On peut citer a titre d'exemple, 
I'effet du CMDBS sur la reparation des defauts osseux 
dans le crane (Blanquaert F, et al . , Bone, 1995; 17(6): 
499-506)), qui a priori, n'etait pas transposable sur 
I'os long. L'os plat et I'os long sont de nature 
totalement differente car : 

lis sont d'origine embryologique 
differente. L'os plat est un derive des cellules du 
tissu conjonctif alors que l'os long derive des cellules 
cartilagineuses . 

- L'os plat est un os spongieux et ne 
contient pas de canal medullaire par opposition a l'os 
long. 

- L'os plat ne cicatrise pas naturellement 
lorsqu'il y a une perte de substance comme lors d'une 
trepanation comme le montre 1 • absence de cicatrisation 
sur des cranes provenant de civilisations prehistoriques 
comme les Incas ou les Egyptiens (voir par example 
Evidence for stone age cranial surgery, 7000 BC, Nature, 
1997, 367, 360). Or, de maniere surprenante, les 
polymeres de 1 • invention presentent des effets sur la 
reparation de defauts osseux tres importants, de 1 ' ordre 
du tiers de la longueur de la diaphyse d'un femur de 
rat. II a ete observe non seulement une reparation avec 
la reformation d'un fCt osseux mais aussi que celui ci 
etait rempli de moelle osseuse, c'est a dire que le 
traitement par le RGTA a conduit a la reformation d'un 
veritable canal medullaire alors qu'en 1 ' absence de RGTA 
le defaut est simplement comble de materiel osseux 
desorganise. II en est de mdme des incisions cutanees 
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car cette reparation est d-une telle .j^alit^ gu'il „-„ a 
pratxquement plus la trace d'une cicatrice. ^ ° ^ ^ 

I„.»„^ "«nl*re tout aussi surprenante, les 

inventeurs ont n.is en evidence que les poly^eres de 
1 xnventron peuvent *tre administris par Z voies 
autres que celles d«crites dans I'art - ■ 
les CMDB<! „„,• . ■ anterieur pour las 

es CMDBS qux n ■ env.sageait qu-une ad„,inistration 
locale au n.veau du tissu lis.. Alnsi, il est poss^^r 
de cho.s.r par^i les poly.,res de 1' invention ceux Ir 
sont approprlis, par example du fait leur solubilit^ ^u 
mode d'administration choisi ■ intra v»in ^' 
art6r-<=n^ . ^ intra veineuse, intra 

arterielle, intra musculaire, intra c)^r■^^^„^ : 
oculaire d»r,= i , . Paritoneenne, intra 

laire, dans le Hguide cephalorachidien ou 
directenent dans le syst^^e nerveux central de fain 4 
-a«ranchir de la barri.re h^atoencep.allque ou e'L^ 
par voie orale; toutes ces voles d ■ admillstratToT 
eventuelle^ent ™*„e co.bin.es, se sont rev.iZ 
particuli^rement efficaces. revelees 

.o^ «e rapporte done i toute 

con^osition phar^ceutique dans laquelle le poly^ere 1 

ou:^::e r * ™ ^"'•^^-^^ phaLc^trqi 

-ous une forme permettant 1 ■ administration per os per 
cutanee sous cutan.e, topique, intralsculaire 
mtraveineuse ou intra art.rielle ou dans tous 

compartments liquidiens de l.organis^e. Les travau^ 
menes dans le n^r^^^ t . ^J^civaux 

de „ettre e„ . Presente invention ont perils 

partitul ' -Si—t Plus 

particulierement dans des fen^tres de doses en dehors 

ne r "^1"'^^^ -do^lques tou.ours satisfai aLs 

ll 7J1^: r^"'- d. administration et 

celleTd« ■ " -"icaces opti^ales sont 

celles defmies ci-dessous. 

Avantageusement, de maniere a recouvrir 

toute la surface d'une olai ^ recouvrir 

d'une ]^c=- ^ remplir le volume 

a une lesion tissulaire l*.<= 

ciire, les compositions 
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pharmaceutiques de 1 • invention sont dosees de fagon a 
permettre une administration de 0,001 a 1 milligramme de 
polymere par centimetre carre ou de 0,005 ^ 
1 milligramme de polymere par centimetre cube de tissu a 
traiter. Ainsi, les composition de 1 ■ invention 
contiennent de preference entre 0,01 et 10 milligramme 
de polymere par millilitre de solution physiologigue de 
dissolution . 

Pour une administration par voie systemigue 
(veineuse, art^rielle) , par voie intra-peri toneale 
xntra oculaire, dans le liquide cephalorachidien, dans 
le Ixquide intracochleaire ou dans tous fluides peri ou 
intra tissulaires, les compositions de 1- invention sont 
dosees de fagon a permettre une administration de 0 1 et 
100 milligrammes de polymere par kilogramme de poids 
d'homme ou d' animal k traiter. 

Pour une administration par voie 
xntramusculaire, les compositions de 1 • invention sont 
dosees de fagon a permettre une administration comprises 
entre 0,2 et 5O0 milligrammes de polymere par kilogramme 
de poids d'homme ou d- animal a traiter, et de preference 
entre 1 et 50 mg par kg. 

Pour une administration per os , les 
compositions de 1' invention sont dosees de fagon a 
permettre une administration comprise entre 1 et 5000 
mxlligrammes de polymere par kilogramme de poids d'homme 
ou d-animal ^traiter, et de preference entre 10 et 500 
mg par kg. 

Outre, les proprietes des HBGFPP rapportees 
prec^demment, a savoir qu'ils presentent une activite 
cxcatrisante et reparatrice sur les tissus musculaires 
nerveux et sur ceux du tractus digestif et qu'ils 
peuvent atre utilises comme medicament pour le 
traxtement des inflammations, les Inventeurs ont mis en 
evidence les effets remarquables des polymeres de 
!• invention sur la regulation de 1 ' homeostasis de la 
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masse et de la f onctionnalite des tissus et des organes, 
en montrant qu'ils agissent sur la regeneration, la 
protection, la preservation et le vieill issement 
tissulaire et cellulaire in vivo et ex vivo, ainsi que 
des activites antif ibrotiques et protectrices centre les 
effets deleteres des ischemies, des radiations 
ionisantes et des produits oxydants induits lors de 
pathologies ou de stress ou encore apportes dans 
1' alimentation. En consequence, les RGTA doivent itre 
consideres comme des regulateurs de 1 ' homeostasie 
tissulaire en ce qu'ils regulent la masse des tissus 
regeneres et leur f onctionnalite et qu'ils agissent sur 
le remaniement matriciel en ce qu'ils exercent un effet 
antifibrotique et cicatriciel dans les tissus et organes 
soumis a des processus destructeurs aigus comme 
chroniques . 

Ces proprietes des RGTA se caracterisent par 
des effets uniques sur la qualite et la vitesse des 
reparations tissulaires. Ces effets se traduisent par 
une reconstitution quasi complete et k 1 • identique de la 
structure tissulaire d'origine (avant lesion) et par 
1- absence presque totale de traces cicatricielles comme 
en particulier de signes de fibrose ou de perte de son 
integrite f onctionnelle . Plus particulierement , les 
travaux de recherche rapportes plus loin dans la partie 
experimentale ont mis en evidence les proprietes de 
protection et de regeneration tissulaire in vivo des 
RGTA dans les modeles suivants : 

- lesion de plaies cutanees, 

- regeneration de tissus osseux comme les os 
longs avec I'exemple du femur, 

- protection centre la perte de tissu osseux 
et de regulation de son remaniement dans un modele de 
parodontie chronique, 

- protection centre les effets deleteres des 
rayonnements ionisants, 
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- protection centre les effets deleteres des 
ischemias quelque soit leur localisation. 

Ainsi, les proprietes ci-dessous des 
polymeres de 1 • invention ont plus particuli^rement ete 
mises en evidence : 

- Un effet protecteur centre les effets 
deleteres lies au stress oxydatif et aux agents 
oxydants. Les polymeres de 1 • invention agissent en 
particulier comme des agents protecteurs et 
potentialisateurs d- enzymes comme la super oxyde 
dismutase ou SOD. Cette propriete permet d'envisager 
1 -utilisation des polymeres de 1 ■ invention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement et/ou 
a la prevention des lesions et souff ranees induites par 
un stress oxydatif et les agents oxydants. Mais cette 
propriety permet egalement d'utiliser les polymeres de 
1- invention seul ou en association avec un autre compose 
comme agent de preservation d'aliments ou de nutriments 
contenant naturellement des antiexydants ou auxquels ont 
ete ajoutes des agents antiexydants comme la SOD animale 
ou vegetale. 

- Un effet de preservation et de protection 
centre les ischemies . Cette propriete permet d'envisager 
1 'utilisation des polymeres de 1 ' invention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement et/ou 
k la prevention des pathologies associees a une hypoxie, 
a une degen6rescence cellulaire comme les neuropathies,' 
les myopathies, les hepatopathies , les nephropathies, 
les cardiopathies, etc.. et aux peroxydat ions des 
molecules comme les lipides. Cette propriete permet 
egalement d'utiliser les polymeres de 1 ' invention dans 
des compositions de preservation de la f onctionnalite 
des tissus et organes plus particulidrement en vue de 
leur conservation, des transports d- organes ex vivo, des 
transplantations d' organes, de leurs greffes comme de 
celles de protheses . 
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- Une activite inhibitrice des enzymes de la 
famille des calpaines . Cette propriete permet 
d'envisager 1 ' utilisation des polymeres de 1 ' invention 
pour la preparation d ' un medicament destine au 
traitement et/ou a la prevention des maladies cardiaques 
et nerveuses . 

- Une activite inhibitrice des enzymes de 
degradation de I'heparine ou des heparanes sulfates 
comma I'heparinase ou 1 ' hepari tinase . Cette propriete 
permet d'envisager 1 ' utilisation des polymeres de 
1' invention pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement et/ou a la prevention des maladies 
associees a une croissance anarchique des cellules et 
aux processus pathologiques en relation avec une 
angiogenese . 

- Une activite de protection des cellules 
centre les effets des radiations ionisantes et de 
regulation tant quantitative que qualitative des 
constituants de la matrice cellulaire comme par exemple 
les collagenes, permettant d'augmenter la survie et le 
f onctionnement des cellules. Cette activite permet 
d'envisager 1 ' utilisation des polymeres de 1' invention 
pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et/ou a la prevention des effets deleteres 
des radiations ionisantes ainsi que 1 ' utilisation de ces 
polymeres dans la preparation de produit 
cosmetologiques . 

- Une activite d' agent anti- f ibrotique qui 
se manifeste in vitro et in vivo par des effets 
regulateurs sur la proliferation des cellules 
mesenchymateuses comme les cellules musculaires lisses, 
les fibroblastes ou les cellules hepatiques et la 
qualite du type de collagene qu'elles secretent, ainsi 
qu'une activite sur la qualite phenotypique des 
collagenes synthetises par ces cellules et par la 
reduction notable des sequelles cicatricielles 
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fibrotiques. Cette activite permet d'envisager 
1- utilisation des polymeres de 1 ' invention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement et/ou 
a la prevention des pathologies pulmonaires renales, 
hepatiques, cardiaques , vasculaires, dermatologiques 
des greffes et de leur integration f onctionnelle, des 
derives multiples liees aux parasistismes . 

Ainsi, d'une maniere inattendue, les 
inventeurs ont decouvert que les RGTA presentaient la 
capacite de: 

- proteger, stabiliser les activites 
enzymatiques de la Super Oxyde Dismutase ou SOD. 

- potentialiser les activites enzymatiques 
de la Super Oxyde Dismutase ou SOD 

Cet enzyme peut done itre protegee soit in 
situ et in vivo soit ex vivo. Les RGTA peuvent done dtre 
utilises seuls comme agents protecteurs de la SOD 
endogene et a ce titre proteger celle ci dans toutes ses 
fonctions ou en association avec la SOD dans les 
indications connues de I'homme de I'art dans le domaine 
therapeutique ou cosme.tique. lis agissent, par cette 
propriete, egalement comme preservateurs d' aliments ou 
de nutriants ou nutriments. 

Les RGTA agissent done comme des agents 
protecteurs et reparateurs des effets deleteres associes 
au stress tissulaire. Ainsi, lors d'une ischemie 
quelqu'en soit I'origine, ou lors de la reponse a une 
agression cellulaire ou tissulaire par exemple sous 
I'effet de rayonnement ionisants ou en reponse a une 
invasion par un agent pathog^ne, de quelque nature qu'il 
soit viral, microbien, parasitaire ou m§me provoquant 
des pathologies de type ESST (Encephalopathies 
spongiformes subaigue transmissible) comme celle 
provoquee par le prion, ou encore lors de rupture 
vasculaire provoquant des hemorragies dont les effets 
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sont nocifs en provoquant des pertes f onctionnelles , par 
exemple dans le cas d'hemoragies des vaisseaiix retiniens 
qui pouvent conduire a la cecite ou dans le cerveau a 
des pertes de fonctions motrices ou autres . 

En consequence, 1' invention concerne des 
compositions pharmaceutiques comprenant au moins un RGTA 
tant dans des domaines d ' applications chez I'homme que 
Chez 1' animal. Ces compositions sont benefiques tant 
5 dans les domaines medicales, veterinaires et 

cosmetologiques que dans les domaines alimentaires comme 
des agents de preservation d' aliments ou de nutriments 
contenant naturellement des antioxydants ou auxquels ont 
ete ajoutes des agents antioxydants comme de la SOD 
10 animale ou vegetale. 

Les qualites protectices de la SOD endogene 
ou apporte d'une maniere exogene sont renforcees par les 
RGTA. Ainsi,les RGTA peuvent §tre administres dans tous 
les cas ou I'effet benefique de la SOD a ete decrit. 

Pour le traitement de maladies dans 
lesquelles la SOD en apport exogene a ete montree comme 
efficace, I'effet therapeutique resultant d'une action 
protectrice de la SOD endogene peut alors agir plus 
efficacement en presence de RGTA. Les RGTA limitent ou 
evitent des apports exogenes en agissant indirectement 
comme agents anti oxidants. lis resultent de ces 
proprietes les effets therapeutiques suivants : 

- Une protection centre les agressions la 
souff ranee ou la degenerescence des tissus nerveux. Par 
exemple, dans le stress (Shahen et col.. Effects of 
various stressors on the level of lipid peroxide 
antioxidants and Na+, K"^ - ATPases activity in brain, 
Experentia, 1996, 52, 336-339) ou encore dans la 
degenerescence neuronale et les maladies 
neurodegeneratives associes aux accidents vasculaires, 
traumatiques , ou a des pathologies comme le Parkinson, 
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dans lesquelles les activit^s de protection de la SOD 
endogene permettent une lutte plus efficace 
(Bostantjopoulos et col.. Super oxide dismutase activity 
in early and advanced Parkinson's Disease, Funct. 
Neurol., 1997, 12, 63-68). 

- Le vieillissement par un effet anti- 
apotose (Fernandez Novoa et coll.. Methods Find Exper 
Clin Pharmacol, 1997, 9, 99-106). 

- Une protection antioxydante dans les 
ischemies des membres. Dans cette application le RGTA 
peut itre administre seul . La protection assuree par un 
traitement avec la SOD seule serait bien evidemment 
renforc^ par 1 ' administration de RGTA. ll apparait au 
vue des propri^t^s d^crites que les RGTA seraient 
benefiques administres seuls et/ou en association avec 
la SOD dans les nombreuses applications d^crivant les 
effets de la SOD (D'Agnillo et Chang, Reduction of 
hydro^l radical generation in a rat hindlimb model of 
ischemia - reperfusion injury using cross linked 
hemoglobin - superoxide dismutase - catalase, Artif. 
Cells Blood Subsiti Immobil Biotechnol, 1997, 25, 163- 
80) . 

- L' administration de RGTA seuls ou en 
association avec de la SOD sera benefique centre les 
souffrances du coeur, du cerveau, du systeme nerveux 
central comme dans le cas des lesions de la moelle 
epiniere (Nakauchi et col.. Effects of lecithinized 
super oxide dismutase on rat spinal cord injury, j. 
Neurotrauma, 1996, 13, 573-82) ou encore de la retine. 

- Dans le traitement des insuf f isances 
respiratoires associees a la fatigue du diaphragms 
(Supinski et col.. Effect of free radical scavengers on 
diaphragmeatic fatigue. Am. J. Respir. Crit. Care Med., 
1997, 155, 622). Ceci pourrai t-§tre notamment 
interessant chez les malades atteints de dystrophie 
musculaires . 
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- Tous les tissus notamment ceux pour 
lesquels le taux de SOD active endogene est plus eleve 
(cellules endotheliales vasculaires, dans le foie, le 
rein, le muscle cardiac et squelettique, le pancreas, 
les cellules epitheliales des muqueuses de 1' intestin, 
du colon, de la trachee, de I'oesophage, des tissus 
conjonctifs, du cartilage) . 

Le traitement des effets deleteres 
associes au diabete comme dans les retinopathies 
diabetiques (Szabo et col.. Direct measurement of free 
radicals in ischemic/reper fused diabetic rat retina, 
Clin. Neurosci., 1997, 4, 240-5). 

- Le traitement des lepreux (Serum, zinc, 
copper, magnesium, proteins and super oxide dismutase in 
leprosy patients on multidrug therapy-a follow up study. 
Indian J. Lepr. 1996, 68, 325-33). 

- Dans le traitement du choc endotoxique 
(Hepatic response to the oxydative stress induced by 
E. Coli endotoxin, Mol . Cell. Biochem. 1996, 159, 115- 
121) . 

- Dans le traitement des lesions induites 
par le stress cause par la presence d' agents pathogenes 
de toute nature, comme notamment les Virus dont le virus 
du sida ou les agents induisant des pathologies ESTT 
tels le prion. 

- Dans le traitement preventif et/ou curatif 
contre les irradiations. Ainsi les effets adverses de la 
radio therapie peuvent §tre reduits par un traitement 
preventif et/ou curatif de RGTA. L' utilisation des RGTA 
permet de reduire la dose de radioth^rapie dans les 
conditions de traitement des cancers {Prevention of 
radioinduced cystisi by orgotein; a random ranomized 
study. Anticancer Res., 1996, 16, 2025-8) ou de prevenir 
les effets clastogeniques induits par 1 ' irradiation. Les 
effets d'hyperthermie associes a la radiotherapie 
peuvent etre diminues par 1 ' utilisation de RGTA de la 
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^e,„e ™n.ere gue la SOD ,Kandasa„.y et col., r„vol.e.e„t 
llln "'^""'^^^ ^"^ 9Xut^ti.n. peroxidase in 

.n.e.ia.*.„ . ..p;,, ^^^.^ _ ^^^^ 

■ ^ . " protection contre les effets 

ratxne Ogunx et coll., ctronic.l r.tin.l effects i,^ 
ultra^oiet .radiation „i th special r^^.e.ce 

6~ ^etT:"^" Histopat.ol, l„s, 1^ 

69S 702), et le traxtement des av^tes (Kcch et coll 
Effects Of cfi«e«.t a„tioxi<,a.ts on l.ns-inJo'.^ 
u...t.s. Ger. a. Ophthalmol., 1996 5.. 1185-8,7! 

:::o ■'^■^ "^^^ -^^-^^ 0^:: 

assocatxon avec la SOD et son utilisation peut atre 
aussi bien medicale que cosm* tologique . 

effet l...t- "T-^^^ traitement de 1 ■ hypertension. En 
11 \ T diminu^e chez 

les suiets hypertendus ,Jun Ke yan et Catalano. ZnarJsl 
.uperox.de anion production in iu^ans. a pcss/iir 
.ecanis™ ^or t.e pathogenesis o. hypertension : 
Hypertens. 1996, 10. 305-309,. Un apport de RGTA T^a 

r:;e:::::ior"---'^ ---- - - 

. . " "^""^ traitement des maladies 

intiammatoires coirane I'arthrite. 

Les RGTA sent utiles egalement pour la 
conservation des organes ou tissus ainsi gue dans le 
maxnt.en des fluides biologi^ues ce ^ui p™ 
d-envisager les applications suivantes : 

- Dans les fluides biologiques comma le sang 
:Ldri.sr^"^^^'^^^ cenulalres, p.. exemple 1 

cas de . preservation des organes, dans le 

cas de greffes ou de traitements vivo ou en 
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reperfusion (Razak et col., Crosslink^c3 hemoglobine- 
supero^ide dismutase-catal^se sca^rsnges free radicals in 
a rat model of intestinal ischemia-reperfusion injury 
Artif. cells Blood substiti immobil. Biotechnol . 1997 
25, 181-192). L-addition de RGTA a des solutions de 
conservation d'organes et adxninistres en reperfusion 
permet une preservation de ces organes . 



L' invention concerne des 



compositions 

pharmaceutigues comprenant au moins un polymere defini 
precedemment et destine au traitement et/ou a la 
prevention des lesions et souffrances tissulaires 
telles que celles rencontrees en traumatologie ' 
necessitant des chirurgies reparatrices ou plastigues 
des planchers cutanes ou plus profonds comme ceux des 
muscles, des os, du cerveau, du coeur, des visceres 
etc., dans les maladies degeneratives associees ou non 
a des fibroses, dans les pertes de masse tissulaire 
comme 1 • osteoporose ou les myopathies, dans les domaines 
cardio vasculaires, neurologiques , en dermatologie 



etc . 



Une propriete remarquable des RGTA est leur 
capacite a se fixer sur les tissus les4s, ce qui permet 
d'utxliser les rqta comme vecteur de ciblage dans un 
objectif therapeutique et/ou de diagnostic. En 
consequence, les polymeres de 1' invention peuvent etre 
couples a des molecules, representees precedemment par 
le groupement Z, douees d'activites therapeutigues ou a 
des molecules permettant de faciliter le reperage du 
tissu l^s^. 



D'autres avantages et caracteristiques de 
1- invention apparaitront des exemples qui suivent 
concernant d'une part la preparation de polymeres de 
1- invention dont le squelette polymerique est de type 
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polyester ou de nature polysaccharidique, et d'autre 
part, les proprietes des polymeres de 1' invention. 

PREPARATTOM DRC! POT.V MERR.q OR T. ■ iM^/KKn^TnM 

(acide - p- malirrn^) 4 partir d ■ u n 
TDOlvs acchar i diaue , 



Dans cet example, le polymere de !• invention 
est un copolymere d'acides - p - malique de formule 
generale (II) dont les motifs A, substitues par X et/ou 
Y et/ou Z sont representes a la figure 1. Dans la figure 

A est -(O-CH2-CH2-CO)- 
X est -COOH ou -COO-Na+ 

Y est -CO-CH2-CHOH-CH2-SO3H ou 
-C0-CH2-CH0H-CH2-S03-Na+ 

Z est -CO-OCH3-CH(CH2-CH3)-CH3 
X, y et z, correspondent aux pourcentages 
des groupements X, Yet Z, indiqu^s dans le tableau I ci- 
dessous en fonction des differents polymeres 
synthetises . 

Tableau T 



Reference 


Type de 
polymere 


Groupements 
carboxy 1 iques 
= X 


Groupements 
Soufres 
= Y 


iGroupements 
hydrophobes 
= Z 


RGTA 2010 


Pcoo- 


100% 


0% 


0% 


RGTA 2011 


PIS 


60% 


10% 


10% 


RGTA 2012 


P2S 


75% 


11% 


12% 



Pcoo- correspond k un polymere ne comportant 
exclusivement que des groupements X carboxyliques ou 

carboxylates . 



htmlU »vnnx rectification 



PIS et P2S correspondent a des polymeres 
comportant en plus des groupements X, des groupements Y 
sulfonates et des groupements hydrophobes butyles Z 

La synthese de ce polymere passe par la 
preparation de p-lactones p-subs tituees et est suivie 
d'une polymerisation anionique par ouverture de cycle. 
Les trois 3-lactones synthetisees sont representees a la 
figure 2 en annexe. 

Les monomeres sont obtenus a partir de 
I'acide DL-aspartique en quatre Stapes avant la 
polymerisation comme montre a la figure 3 en annexe. 

Les monomeres sont du malolactonate d'al]cyle 
synthetase a partir de I'acide DL-aspartique oil R 
represente -CH2-C6H5 (malolactonate de benzyle) ou 
-CH(CH3)-CH2-CH3 (malolactonate de 2-butyle) ou encore 
-CH2-CH=CH2 (malolactonate d'allyle) . 

^ " Synthese des Tno nomereH (voie.g He I'anid^ 

aspartimif^^ 

1) Synthese de I'acide l2Ti.<^) 9- 

bromosucciniq iip^ . 

La synthese de I'acide (2R,S) 
bromosuccinique est obtenue apres une reaction de 
diazotation de I'acide DL-aspartique. Pour cette 
reaction, le carbone portant le groupement amine subit 
une double inversion de configuration (Guerin et coll.. 
Optically active polyO-malic acid), 1985, Polymer 
Bulletin, 14 : 187) . 

100 g (0,75 moles) d'acide DL-aspartique et 
415 g (4,04 moles; 5,5 eq. ) de bromure de sodium sont 
dissous dans 1620 millilitres d'acide sulfurique 2N dans 
un bain de glace. 62 g (0,9 moles; 1,2 eq.) de nitrite 
de sodium sont additionnes par petites quantites, sous 
agitation. 3 0 minutes apres la fin de cette addition, le 
milieu reactionnel est neutralise par 8 g (0,13 moles; 
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0,18 eq.) d'uree pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. L'acide bromosuccinique est extrait par 1 
litre d- acetate d'ethyle et la phase aqueuse est lavee 
avec 1 litre d'acetate d'ethyle. Les phases organiques 
sont sechees sur sulfate de magnesium, filtr^es sur 
biichner puis 1' acetate d'ethyle est elimine au 
rotavapor . 

L'acide bromosuccinique est alors 
recristallise 4 fois dans 1 ' acetonitrile , filtre sur 
buchner puis seche 4 h a 45oc sous vide dans un 
dessiccateur . 

Caracteristiques : PM = 197 ; m = 52 , 8 g; 
Rendement.de 36%; Tf=168oc; Aspect : poudre blanche 

monoes terg . 

La synthase des monoesters passe par la 
preparation prealable de 1 ' anhydride sans racemisation 
des centres chiraux. L' anhydride est synthetis^ a partir 
de l'acide (2R, S) 2 -bromosuccinique sous I'action d'un 
agent deshydratant , 1' anhydride trif luoroac^tique (TFAA) 
en conditions anhydres et sous azote. L'etape suivante 
est 1-ouverture de 1' anhydride par un alcool qui conduit 
A 2 monoesters dont un seul sera lactonisable . Le choix 
de 1- alcool est fait selon la nature de la lactone 
souhaitee . 

a) Svnthese du hr-n mosur^ci nate dP henzyl? . 

50 g (0,25 moles) d'acide bromosuccinique 
sont degazes sous courant d' azote pendant 2 h. Dans un 
bain de glace, 125 millilitres de tetrahydrof urane (THF) 
anhydre puis 43,4 millilitres (0,30 moles; 1,2 eg.) 
d- anhydride trif luoroacetique (TFAA) sont ajoutes goutte 
a goutte par une ampoule a brome . La solution est 
laissee 2 h a temperature ambiante sous agitation, puis 
le THF, le TFA forme et le TFAA en exc^s sont elimines 
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au rotavapor. L' anhydride bromosuccinique obtenu est mis 
^ degazer 2 h. 

27,7 millilitres (0,25 moles; 1 eq.) 
d'alcool benzylique sont ensuite ajoutes. La solution 
est agitee k 40°C sous atmosphere inerte pendant 12 h. 
Le melange de monoesters ainsi obtenus est dissout dans 
150 millilitres d' ether. La phase etheree est lavee 3 
fois avec 100 millilitres d'eau, sechee sur sulfate de 
magnesium et filtree sur btichner. 

Caracteristiques : PM = 287; m = 71,3 g; 
Rendement de 95%; Aspect : huile jaune paie 

b) Synthase du hr- omosucrlnate d'allvle . 

Le m§me protocole que precedemment est mis 
en oeuvre, mais 17,86 millilitres (0,25 moles; 1 6q. ) 
d'alcool allylique sont ajoutes. Le milieu reactionnel 
est agite 22 h a 60°C sous atmosphere inerte au lieu de 
12 h a 40 °C. Les monoesters sont purifies de fagon 
identique. 

Caracteristiques : PM = 237; m = 17,6 g; 
Rendement de 72,8%; Aspect : huile visqueuse 

c) Svnthese du br omosuccinate dp> 2-buty1f^ 
MSme protocole que ci-dessus en 2)b) mais 

avec 18,8 g (1 6q. ) de (RS) -2-butanol prealablement 

distill^. Le milieu reactionnel est agite pendant 12 

heures a 60°C sous atmosphere inerte. 

Caracteristiques : PM = 253; m = 45 g; 

Rendement de 90%; Aspect : huile jaune orangee 

3 ) Svnthese des 1acton<=>!=! 

La reaction de lactonisation a lieu sur le 
seul monoester lactonisable et presente une inversion de 
configuration. Elle est effectuee directement sur le 
melange de monoesters apres neutralisation a pH 7,2 par 
de la soude 2N . La reaction a lieu dans un milieu 
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biphasique di chlorome thane / eau . La lactone est purifiee 
par chromatographie sur colonne de silice. La nature de 
I'eluant est different selon la nature de la lactone. 
Cette lactone est ensuite distillee sur une colonne 
appropriee . 

a) Svnthese du nnal olarl-ona te dp? bP-n^Y l^ 
71 g (dont 70% de monoester lactonisable 
soit 0,173 moles) de melange de monoesters sont dissous 
dans 300 millilitres d'ether et 250 millilitres d ' eau 
dans un ballon. Une solution d • hydroxyde de sodium 2N 
est ajoutee goutte A goutte jusqu'a pH 7,2, puis 450 
millilitres de dichloromethane sont additionnes. Le 
ballon est surmonte d ■ un syst^me refrigerant et le 
systeme biphasique est fortement agite pendant 3 h a 
40«>C. 

Apr^s d^cantation, la phase organique est 
lavee 2 fois avec 250 millilitres d'eau puis 2 fois avec 
250 millilitres de saumure, sechee sur sulfate de 
magnesium et filtree. Le solvant est ^limine au 
rotavapor. Cette lactone est purifiee sur colonne de 
silice (eluant : dichloromethane/ether de p^trole 8/2) 
et distillee 3 fois sous vide. 

Caracteristiques : PM=2 0 6; m=2 0,7 g avant 
purification soit un rdt =40,5%; m=3,41 g apres 
purification soit un rdt=6,7%; Te=116-118°C sous 3.10-2 
mbars; IR (n, cm" 1 ) : n ( c o 1 a c t o n e ) = 1 8 2 5 cm - 1 ; 
n(COester)=1740cm-l; Aspect : huile incolore. 

b) Svnthese du ma lolactonate d'allvle . 

Selon le mdme protocole que ci-dessus en 
3)a) mais le pH de la phase aqueuse est de 7,8 au lieu 
de 7,2 et la solution est agitee 5 h au lieu de 3 h. La 
lactone est purifiee sur colonne de silice (eluant : 
ether de petrole/ether ethylique 4/6) et est distillee 3 
fois sous vide. 
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Caracteristiques : PM = 156 m = 15,3 g avant 
purification soit un rendement de 53,4%; m=4 g apres 
purification soit un rdt=13%; Te = 62-65°C sous 3.10~2 
mbars; IR (n, cm"l) : n(co lactone) =1825cm"l; n(co ester) 
5 = 1740cm"l; Aspect : liquide incolore. 

c) Svnthese du malolactonate de 2-butyle . 

Selon le meme protocole que ci-dessus en 
3) a). La lactone est purifiee sur colonne de silice 
10 (eluant : dichloromethane/ether de petrole 8/2) et est 

distillee 3 fois sous vide. 

Caracteristiques : PM = 172; m = 26,7 g 
avant purification soit un Rendement de 55%; m = 14,4 g 
apres purification soit un Rendement de 28%; Te = 80- 
15 82^0 sous 3.10-2 mbars; IR(n, cm" 1 ) : n(CO 

lactone) =1825cm"l; n(CO ester) = 1740cm~l; Aspect : huile 
visqueuse incolore. 

II - Svnthese des polvmeres . 

20 

Les lactones ont ete polymerisees en 
presence de benzoate de tetramethyl anmionium (10-3 eq.) 
a 370c pendant 15 jours. Le suivi de la polymerisation a 
ete fait par analyse infrarouge en observant la 
25 disparition de la bande lactonique a 1850 cm"^. 

1 ) Synthese du T3olv(malate de benzvle-co- 
malate de butvle-co-malate d'allvle) . 

5 g (24,2 mmoles) de malolactonate de 

30 benzyle, 1,4 g (9,3 mmoles) de malolactonate d'allyle et 

0,7 g (4,1 mmoles) de malolactonate de butyle sont 
degazes pendant 2 h et transferes par canule dans un 
ballon contenant 471 millilitres d ' une solution 
d'amorceur (benzoate de tetraethylammonium: 10~3 eq. ; 

35 37,72.10-6 moles) a 80.10-3 m, prealablement degazee 2 h 

sous courant d* azote. La copolymerisation est conduite a 
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37 oc pendant 15 jours sous atmosphere inerte et sous 
agitation. Le polymere est alors dissous dans un minimum 
de chloroforms. Les chaines sont terminees par addition 
d-une goutte d'acide chlorhydrique . concentre et le 
polymere est precipite a 1 ■ ethanol puis seche sous vide 
a 40°C pendant 48h. 

Caracteristiques : m = 4,37 g ; Rendement de 
61,5%; TV = -50C; IR (n, cm-1): n (C=0)=1748 cm-1; SEC 
(THF, Standards polystyrene);; Mn = 6600; Mw = 9200; Ip 
= 1,4; MSEC = 10000; S 134 (CH=); 168 {C=0 chalne 
laterals); 170 C=0 chalne principale) ; Aspect : polymere 
vitreux transparent 

2) gPOXVdatjon dn p ^l y^mal^h^ H» ben7:^^^ 
malate d^ ^" tvle-co-malate d'al]y1<=.) 

1,12 g (7,91 mmoles d'unites insaturees) de 
polymere sont dissous dans 3 millilitres de 
dichloromethane anhydre dans un ballon. Une solution 
contenant 466,34 milligrammes (4,69 mmoles; 6 eq. ) 
d'acide metachloroperbenzoique (MCPBA) dans 2 
millilitres de dichloromethane est ajout^e par canule. 
Le melange est agite 24 heures a temperature ambiante, 
puis est filtre. Le polymere est alors precipite a 
l'4thanol et seche dans un dessicateur sous vide. 

Caracteristiques : m = 4 g ; Rendement de 

precipitation de 92%; Rendement de la reaction 

d'epoxydation = 100%; 

La masse molaire ne varie pas lors de 
I'epoxydation car le MCPBA n'induit pas une modification 
de la longueur de la chalne. 

Hvdroaenolvse dn p oIv^Tn;pl^i-e de h<=>n^yi»- 
co-malate de bntvle-nn- mala t«a d'alWl>^) 

4 g du polymere sont dissous dans 5 
millilitres de dioxanne fraichement distille sur sodium 
dans un ballon. 800 milligrammes (20% en poids) de 
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palladium sur charbon actif sont ajoutes et 
1 -hydrogenolyse est mise en route. Quand le volume 
d'hydrogene consomme n'augmente plus (24 h aprds le 
debut de la reaction), 1 ' hydrogenolyse est arrStee. La 
solution est filtree sur celite et le dioxanne est 
elimine au rotavapor. 

Caracteristiques : m = 2 g; Rendement 
d' hydrogenolyse de 100%; 

4) Sulfonation du polv(malate de benzvle-nr>- 
malate de but vle-co-malate d'allvle) . 

4 g de polymere (soit 5,64.10-3 moles 
d'epoxyde) sont dissous dans 20 millilitres d'eau. 2,14 
g de bisulfite de sodium (2 4q., 11,28.10-3 moles) sont 
ajoutes. Le pH de la solution est ajuste a 7,4 (Housse- 
Ferrari, "Preparation et caracterisation de silices 
poreuses modifi^es par des polymeres et des copolymeres 
de N,N' dimethylacrymide" , These de I'universite Paris 
VI, 30 janvier 1990) , La solution est laissee sous 
agitation pendant 7 h dans la glace puis est 
ultrafiltree 24 h a centre de 1 ■ eau et lyophilisee. 

La figure 4 en annexe recapitule les Stapes 
de synthese des derives du poly(acide - p - malique) . 

EXEMPLE 2 : SvntheR.=> de nolvmere.c; 

polysaccharidique.'^ constitues de motifs de alucoHPg 

substitues 

I ~ Svnthese de C arboxvmPthvlesulf ates de 
Dextran d6sianes CMDS . 

Dans cet exemple, le polymere de 1 ' invention 
est constitue de dextrane substitue dont les motifs de 
glucose A substitues par X et/ou Y et ou Z est rien sont 
representes dans la figure 5 en annexe. Les diff brents 
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types de greffage sont reprdsent^s a la figure 5, dans 
laquelle : 

A est un monomere de glucose sur lequel les 
X, Y et z sont greffes par 1 ■ intermediaire des fonctions 
hydroxyles en position 2 et/ou position 3 et/ou position 
4 et/ou par 1 ' intermediaire des groupements X pour Y 
et/ou Z, et/ou par 1 ■ intermediaire des groupements Y 
pour Z, 

X est -CH2COOH ou -CH2COO-Na+ 
Y est -SO3H ou S03-Na+ 

Z est un groupement variable dont quelques 
exemples sont rapport^s plus loin. 

Les polymeres de type CMOS dans lesquels Z = 
rien contiennent plusieurs types de monomeres . Les 
premiers types de monomeres substitu^s sont des 
carboxym^thyl glucose de type A-X substitues en position 
2 et/ou 3 et/ou 4 (motifs presentes figure 5). 
L- addition du groupement Y = (motifs A-Y representes a 
la figure 5) correspond k une O-sulf atation et devient, 
avec R = rien et R'= h+ ou Na+' Y = 0-S03- H+/Na+. Si Y 
est fixe sur X, R de Y devient CH2-CO et la 
fonctionnalite de X (COO") perdue, n'est plus consideree 
comme existant. Elle devient alors partie de Y et rentre 
dans la mesure des pourcentages de substitution des 
groupements actifs Y. 

Les differents monomeres constituants le 
polymere CMDS sont done soit du glucose non substitue, 
soit du carboxymethyl glucose soit du glucose sulfate 
soit du carboxymethyl glucose sulfate. Les differentes 
formes isomeriques sont schematis^es figure 5. Les 
polymeres corespondent done a toutes les combinaisons 
possibles de ces differentes formes monomeriques et se 
definissent par les taux r^siduels de groupements X et Y 
libres . 
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Les monomeres ainsi obtenus sont soit du 
glucose sulfate en position 2, 3 et/ou 4 et/ou du 
carboxymethyl glucose sulfate. Le sulfate est fixe soit 
sur le glucose soit sur le groupe carboxylique . 

Ainsi, dans la figure 5, dans laquelle les 
liaisons des groupements schematises par un pointille 
representent des monomeres ou toutes les combinaisons 
circulaires peuvent etre envisagees . 

1) Synthese de dextrane carboxyme thv3 

sulfate designe CM nD<^jn- 

a) Carboxvmethvlation . 

La premiere etape de carboxymethylation du 
dextran est realisee selon le protocole decrit dans 
Mauzac et collaborateurs (Mauzac et coll.. Anticoagulant 
activities of dextran derivatives Part I : Synthesis and 
characterization, 1984, Biomaterials 6/61-63). II s'agit 
d'une etherif ication des fonctions hydroxyles des 
residus glucose du dextran en vue de I'obtention d'un 
carboxymethyldextran. Cette reaction peut §tre 
reproduite plusieurs fois et conduit a des produits 
denommes CMnD ou n represente le nombre d'etapes de 
carboxymethylation. Les differents produits appeles CMnD 
se caracterisent par un % de COOH croissant. Ce precede 
permet done d ' obtenir differents taux de 
carboxymethylation du dextrane comme indique dans le 
tableau de la figure 6 . 

Ainsi, dans un ballon refrigere de 250 
millilitres, du Dextran T40 (37,37 g, 9,34 10-^ mol) , 
provenant de la societe Sigma et de poids moleculaire 40 
000 D, est solubilise (182 millilitres d'eau distillee) 
a 40c. Une solution de soude (74 g, 1,85 mol dans 124 
millilitres d'eau distillee), egalement refroidie a 4°C, 
est versee lentement dans la solution de Dextran tout en 
maintenant la temperature de 4^0 constante. De 1 ' acide 
monochloroacetique (76,2 g, 0,806 mol) reduit en fine 
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poudre, est additionne lentement en maintenant la m%me 
temperature de reaction. Cependant la temperature du 
milieu s'eleve en fin de reaction de 40C a 21°C en 
quelques minutes. Le melange est ensuite amene a SO^C 
dans un bain d'huile thermos tate pendant 40 mn. Pendant 
le chauffage, le milieu reactionnel acquiert une 
coloration jaune. Apres ref roidissement , le pH est 
neutralise a 7,2 avec de I'acide acetique glacial. 
(Takakura, 1990) . Le carboxymethyldextran est recueilli 
par precipitation dans de 1 ' ethanol absolu froid (5 a 6 
fois le volume reactionnel) . ll est, ensuite, seche dans 
une etuve a vide. Le polymere CMiD est purifie par 
ultrafiltration puis lyophilise (masse = 56 g brut) . 

La presence des ions carboxyliques est 
quantifiee par dosage acido-basique en retour avec 
1- utilisation de 1 ' acide nitrique. La base utilis^e est 
la soude IN. Le resultat s ' exprime en % de groupements 
COOH. % COOH du CMiD = 48,98 % 

Ce pourcentage signifie que statistiquement 
environ une unite glucose sur deux a ete 
carboxymethylee . 

En pratique, cette reaction peut Stre 
realisee plusieurs fois pour atteindre les taux de 
substitution souhaites. Ainsi, le meme protocole a ete 
applique pour la synthese d'un CM2D a partir du CMiD et 
d'un CM3D a partir du CM2D : 

% COOH du CM2D = 91,8 % et % GOOH du CM3D = 118,3 %. 
b) Sulfatation . 

La reaction de sulfatation des fonctions 
hydroxyles residuelles apres les etapes de 
carboxymethylation est effectuee avec de 1' acide 
chlorosulfonique. Elle aboutit a des composes denommes 
CMnDSm donnes dans le tableau de la figure 6 en annexe, 
ou m correspond a des equivalents d' acide 
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chlorosulfonique tels que definis dans 1 ' exemple ai- 
des sous . 

Exemole de sulfatation du OT in 
500 milligrammes (PM=7,8 mmol/g) du 
carboxym^thylidextran (CMiD) sont disperses dans 40 
millilitres de dichloromethane sec). Le nombre de 
residus hydroxyles restes libres et susceptibles de 
reagir dans une reaction de sulfatation est de nOH = 
4.10-3 mole. La reaction a ete realisee en presence d'un 
equivalent d'acide chlorosulfonique (nClSOSH = 4. 10-3 
mole) soit approximativement = 0,5g ou un volume de 0,3 
millilitres, la densite de la solution d'acide 
chlorosulfonique etant de 1,75). Les 0,3 millilitres 
d-acide chlorosulfonique sont dilues dans 4 millilitres 
de dichloromethane d^shydrate . Le CMiDSi ainsi obtenu 
est r4cuper6 par filtration du milieu reactionnel sous 
vide sur frit^. 

La m§me reaction peut etre realisee en 
presence de 0,5 ou 1,5 ou 2 ou 3 equivalents d'acide 
chlorosulfonique ou d'un excds de fagon a greffer des 
quantit^s croissantes de groupements O-sulfates. Les 
polymeres RGTA ainsi obtenus sont appeles CMnDSm, avec n 

= 1, 2, etc... et m = 0.5, 1, 2, etc 

Sur le meme principe et en vue de comparer 
ces polymeres a d'autres molecules sulfatees, nous avons 
considere comme produits de comparaison avec les CMnDSm 
soit des dextranes sulfates du commerce (produit 
Pharmacia Biotech, code 17-0270-01), soit des dextranes 
sulfates a partir de dextran T4 q en presence de m 
Equivalents d'acide chlorosulfonique, c'est a dire dans 
des conditions reactionnelles comparables a celles 
permettant d'obtenir les CMnDSm- 

Les resultats de differents dosages des 
groupements X par titration et Y par analyse elementaire 
du taux d'atome de soufre permettent de preciser les 
valeurs correspondantes x et y pour chacun des composes 
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synthetises CMnDSn, . L ' ensemble de ces donn^es est 
rapporte dans le tableau de la figure 6 en annexe. Cette 
figure precise par ailleurs ces pourcentages pour du 
sulfate de dextrane commercial et pour des dextranes 
sulfates dans les m§mes conditions que les CMnDSm. 

2) Synthese des no lvmerpc; de dp.y^^>ar. 

carboxymethvJe-ohenvl sulfonate nott^ PM o pphS et d'y r. 
derive Dextran carboxvmethvl snlf^^ te phenyl sulfona^» 
desiane CM:>nph.q.q 

Ces polymeres sont constitues d ' un 
enchainement de motifs representes a la figure 7 en 
annexe, et correspondent a ceux de la figure 4 ou Z 
n'^tait rien. Ces polymeres sont constitues d ■ un 
enchainement de motifs de type A-X, A-Y et A-Z tels que 
representes k la figure 6. 

Dans cet exemple, le groupement Z est du 
phenyl sulfonate note PhS . La figure 7 represente un 
monomere A-Z dans le cas od Z a ete additionne sur un 
radical carboxyl greffe en position 2 du glucose 
d'origine, lui m§me sulfate en position 3 et 4 . 

Le polymere CM2D (2 g; 3,90 mmol) est 
dissous dans 13 millilitres d'eau distiliee. Le pH de la 
solution est ajuste a 3,5 avec de I'HCl 3 M. L ' agent 
couplant EEDQ (1,93 g, 2 equi . ) est dissous dans 16 
millilitres d'ethanol (0,12 g d'EEDQ/ millilitre) ^ 
40 °C. La solution d'EEDQ est ajoutee progressivement au 
polymere et le melange reactionnel est agite fortement 
pendant 30 min . Le sel d'acide phenylsulf aniligue 
(NH2PhS03Na, 3,045 g, 2equi) est ensuite ajoute par 
petites quantites. Le pH de la reaction est ajuste a 9 
avec de la soude. Le melange est agite a temperature 
ambiante pendant. 4 heures, puis neutralise avec HCl 
dilue. Le produit CM2DPhS est alors ultrafiltre, evapore 
sous vide puis lyophilise (1,66 g) . 
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Les ^analyses elementaires et acide-bas du 
CM2DPhS donnent : % C = 33,9; % H = 5,28; % N = 0,3; % S 
= 0,67; % COOH = 81 % 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CM2DPhSS*i donnent % C = 23,16; % 
H = 3,72; % N = 0,27; % S = 9,60; % COOH = 52 % 

3 ) Svnthese d ^ un derive Carboxvme thvl 
Dextran'^N et O Sulfate . 

Ces polymeres sont constitues d ' un 
enchainement de motifs de type A-X, A-Y et A-Z tels que 
representes a la figure 6, dans lesquels un des motifs 
caracteristiques A-Z est presente a la figure 8 en 
annexe. Dans cet exemple le groupement Z qui est de 
1 ' ethylenediamine note DE est greffe sur le radical 
carboxyl du carbone 2 du monomere glucose d'origine, lui 
meme sulfate en position 3 et 4 . 

Le meme protocole que precedemment a ete 
applique sur le CM2D avec dans un premier temps, 
1' addition d'un groupement Z d ' ethylenediamine note DE 
pour aboutir au produit designe CM2DE. 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CM2DE donnent : % C = 37,67; % H 
= 6,25; % N =5,35; % COOH = 19 % . 

Le protocole de sulfatation a ete realise 
sur une fraction de ce polymere en utilisant 
1 equivalent d'acide chlorosulf onique . Les produits 
obtenus correspondent a du CM2DES1 represente a la 
figure 7 en annexe. Dans ce cas, selon la formule 
generale des RGTA, Z est du diethylamine. 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CM2DDES1 donnent : % C = 36,83; 
% H = 5,82; % N = 4,67; % S = 1,82; % COOH = 10,7 % 

Ces syntheses permettent de greffer des 
groupements N-sulfate en plus des groupements O-sulfate 
des CMDS . Ces differents polymeres permettent 
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d'apprecier les roles specif iques des groupements N- 
sulfate et O-sulfate des CM2DES par rapport aux 
groupements phenyl sulfonate notes PhS des composes 
CM2DPhS, aux composes sulfates et sulfonates des 
CM2DPhSS ou aux composes. Dans ce type de polymeres, il 
apparalt que les groupements sulfates sent 
essentiellement lies aux proprietes des RGTA. 

^) gynth^se des no lvmerPfi de dey^r-ar. 

carboxvm^thvlf^ -Phenyl al anine sulfate d^.c^jgnp PM^DPhe.q e-t 
de dextrin carboxvmethvle tyT- psine sulfate d^fiig r.^ 
m3DTyrS representes a 1» figure Q ann^y^ 

Ces polymdres sent constitu^s d ' un 
enchainement de motifs de type A-X, A-Y et A-Z tels que 
representes a la figure 6 dans lesquels les motifs 
caracteristiques sont representes k la figure 9 en 
annexe. Dans cet exemple, les groupements Z sont 
respectivement soit de la phenylalanine pour Phe soit de 
la tyrosine pour Tyr . lis ont ete additionnes sur un 
radical carboxyl greffe en position 2 du glucose 
d'origine lui m^me sulfate en position 3 et 4 . 

Dans ces polymeres, Z est un acide amine 
avec soit de la phenylalanine (Phe) ou de la tyrosine 
(Tyr) et Y est un groupe -0S03~. 

Ces syntheses ont ete realisees pour 
apprecier 1 ' importance des structures aromatiques de ces 
deux acides amines Phe et Tyr en remplagement de la 
benzylamine not^e B telle que connue dans le CMDBS de 
I'art anterieur, mais dont le relarguage dans les 
applications in vivo peut §tre prejudiciable en gen^rant 
des risques de tvimorigenicite. 

Le polymere CM3D (% COOH = 136 %, 0,6 g, 
3,014 mmol) est dissous dans 6 millilitres d ' eau 
distillee. Le pH de la solution est a juste a 3,5 avec 
HCl 3M. 1- agent couplant EEDQ (745 milligrammes, 1 
equi.), est dissous dans 6,2 millilitres d'ethanol k 
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40°C. La solution d'EEDQ est ajoutee au polymere goutte 
a goutte et le melange reactionnel est agite 
vigoureusement pendant 3 0 min. a temperature ambiante. 
La phenylalanine methylester (1,3 g, 2 equi , ) est ajoute 
tres lentement au melange et le pH est ramene de 5 a 9 
avec de la soude. La reaction est maintenue a 
temperature ambiante pendant 4 heures . La solution est 
ensuite neutralisee avec HCl dilue. Le polymere CMsDPhe 
est alors ultrafiltre, evapore sous vide puis lyophilise 
(524 milligrammes) . 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CMsDPhe donnent : %C=36,9; %H 
=5,03; % N = 0,44; % COOH = 101,05 %. 

Le m§me protocole a ete realise sur le CM3D 
avec la tyrosine methylester CMsDTyr. 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CMsDTyr donnent : % C = 34,41; % 
H = 5,12; % N = 0,28; % COOH = 101,76 %. 

Le protocole de sulfatation a ete realise 
sur ces deux polymeres en utilisant 2 equivalents 
d'acide chlorosulf onique . 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CM3DPheS*2 donnent : % C = 18,08; 
% H = 2,89; % N = 0,30; % S = 14,71; % COOH = 28,79 %. 

Les analyses elementaires et titrimetriques 
acide-base du polymere CM3DTyrS2 donnent : % C = 17,99; 
% H = 3,13; % N = 0,3; % S = 14,35; % COOH = 19,85 %. 

5) Synthese des oolvmeres lioidiaues : 

exemple avec le dextra n carboxvmethv] e - acide oleicnig^ 
Sulfate (CMi^DoleicS)et le dextri n carboxymethvl e - acide 
palmitigue Sulfate (CMiDoalm.q) r epresentees a la fig m-^ 
10 en annexe . 

Ces polymeres sont constitues d • un 
enchainement de motifs de type A-X, A-Y et A-Z tels que 
representes a la figure 6 dans lesquels les motifs 
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caracteristiques sont representes a la figure 10 en 
annexe. Dans cet exemple, les groupements Z qui sont 
respectivement soit de I'acide oleique pour oleic soit 
de 1-acide palmitique pour palm ont ete additionnes sur 
l-hydroxyle du carbone 3 d ■ un carboxymethyl glucose en 
position 2 sulfate en position 4. 

Ces composes repondent a la formule (I) dans 
laquelle Y = -0503" et Z est de I'acide oleique ou 
palmitique. Ces acides gras ont ete greffes pour 
appr^cier 1 ' importance de la balance hydrophobic ite / 
hydrophilie des pplym^res en plus du r61e propre de ces 
acides gras. 

Au polym^re CMiD (1 g, 2,43 mmol) dissous 
dans du DMSO (16 millilitres) est ajoute de la 
triethylamine (0,8 millilitres) et goutte k goutte du 
chlorure oleique (1,6 millilitres). Le melange 
. reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 2 
heures. Le polymere est precipite dans 120 millilitres 
d' acetate d'ethyle, centrifuge puis seche sous vide. Le 
precipite est dissous dans 2 0 millilitres d' acetate de 
sodium 2M et le sel forme est precipite dans 1 ■ ethanol 
(160 millilitres), filtre, dissous dans 20 millilitres 
d'eau distillee puis enfin dialyse centre I'eau. Apres 
dialyse (24 h. ) , la solution evaporee sous vide fournit 
le dextran lipidique CMlDoleic (751 milligrammes). 

Analyses 6lementaires du produit CMiDoleic : 
% C = 34,25 et % H = 5,91 

Le mdme protocole a et^ realise avec le 
chlorure palmiticjue polymere CMiDpalm. 

Les analyses elementaires du polymere 
CMiDpalm donnent : % C = 35,13, % H = 5,96 

Le protocole de sulfatation a ete realise 
sur ces deux polymeres en utilisant l Equivalent d'acide 
chlorosulf onique . 
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Les analyses elementaires du polymere 
CMiDoleicS*! donnent : % C = 28,28; % H = 5,04; % S = 
5,26. 

Analyses elementaires du produit CMiDpalmS*i 
donnent : % C = 29,17 % ;H = 4,88; % S = 5 , 14 . 

Les differents exemples evoques selon le 
greffage d'un groupement Z aboutissent a des composes 
dont la definition de quelques uns d'entre eux sont 
presentees dans le tableau II ci dessous. 

Tableau II 



Reference 


Groupements 


X 


Y 


Z 


RGTA 1110 


CM2DPhSSl 


52, 1 


43,8 


8,9 


RGTA 1111 


CM2DES1 


10, 7 


42,4 


21,2 


RGTA 1112 


CM2DPheS2 


28, 9 


56,2 


17, 9 


RGTA 1113 


CM3DTyrS2 


19, 8 


65,9 


28,9 


RGTA 1114 


CMiDPalmSl 


39, 8 


47, 5 


3.8 


RGTA 1115 


CMiDOleiSl 


36.0 


43,9 


2.2 



Le tableau II ci-dessus indique les 
pourcentages de substitution des polymer es comportant un 
groupement Z. 



6) Etapes de purificatio n des differents 
derive s de dextranes des exemples ci-dessus . 
a) Dialvse a 1 ' ecruilibre . 

A la suite de chaque etape de synthese les 
polymeres sont recueillis sous forme solide 
(precipitation ou filtration suivie d ' une 
lyophilisation) . Les polymeres sont ensuite 
resolubilises dans le volume minimum d'eau distillee 
puis introduits dans un boudin de dialyse (Spectrapor) 
de seuil de coupure 6000 a 8000 g.mol-1. La dialyse est 
effectuee contre de 1 ' eau bidistillee (MilliQ) dans un 
rapport de 1 volume de produit pour 50 volumes d*eau 
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pendant 4 a 5 jours avec deux changements d • eau par 
jour. 

t>) Chromatoaraph i p> . 

A I'etape precedente est associee un- 
chromatographie HPLC sur tamis moleculaire (Colonne TSK) 
de fagon a etablir la masse molaire des polymeres 
purifies . 

c) Ultraf iltration tanaentie] 1 . 

Apres la dialyse, le contenu des boudins est 
ultrafiltr^ dans une cellule d ■ ultrafiltration 
(Pell ikon,. Millipore) sur une membrane de cellulose de 
seuil de coupure 10000 g.mol-1. La quality de la 
purification est suivie ^ 1 • aide d ' une cellule de 
conductimetrie. Lorqu ' en sortie de cellule, la 
conductivite de 1 • eau elimin^e est revenue a la 
conductivite de 1 ■ eau distillee pure ( 2viS ) , la 
purification est arretee et la solution est concentree 
avant lyophilisation. 

7) Determination des pourcf^n taaes t jie^ 
substitution . 

Dans les deux groupes d'exemples detaill^s 
ci-dessus, les pourcentages de substitution des 
groupements X, Y et eventuellement Z sont etablis de la 
fagon suivante. 

a) Polvmdres pol y acide - p - maliqug» 
(Exemoles 1) . 

Pour ces polymeres, les pourcentages de 
substitution sont definis a priori en fonction de la 
proportion des diff brents monoesters mis a polymeriser . 
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b) Polvmeres de dextrane (Exemiples 2) . 

Deux cas doivent etre envisages pour ces 
polymeres obtenus a partir du dextrane selon la 
definition du groups Z . 
5 Le premier correspond au cas des CMnDSm ou Z 

= rien et le second, depend de la nature chimique de Z. 

Sur chaque residu glucose, 3 fonctions 
hydroxyles sont susceptibles de reagir. Une masse 
molaire relative de 54 g.mol-1 est attribuee a chaque 
10 fonction hydroxyle, soit le tiers de la masse 

moleculaire de 162 g.mol-1 d'un residu constitutif du 
dextran. II est admis que chaque hydroxyle possede la 
rnSme reactivite et. que les substitutions affectent 
d'abord une fois chaque unite glucose avant une 
15 eventuelle seconde substitution sur le m§me residu. 

Un dextran T 40 de 40 000 g.mol"^ contient 
done 247 residus glucose de masse molaire 162 g.mol"^. 

Les taux de substitutions atteints lors des 
carboxymethylations sont determines par dosage acide- 
20 base avec un titrimetre automatique (Tacussel) . Ce 

dosage determine une valeur Xi correspondant au nombre 
de moles d'acide fixees par gramme de polymere . 

Ainsi, lorsqu*un hydroxyle est substitue, il 
apparait sur le glucose un motif : -OCH2COONa. Chacune 
25 de ces sous unites substituees a une masse moleculaire 

relative de 240 g.mol"^. 

Apres la sulfatation, il apparait plusieurs 

motifs . 

Les taux de groupements carboxyliques libres 
30 determines par dosage acide base donnent une valeur X2 

toujours inferieure a la valeur initiale Xi . La 

difference X1-X2 correspond a des motifs -OCH2COO-S03Na. 

Chacune de ces sous unites substituees a une masse 

moleculaire de 320 g.mol"^. 
35 L' analyse par RMN permet de montrer que le S 

correspond a une sulfatation des hydroxyles libres des 
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residus glucose en plus de la r-«i=^*. • 

ce cas -ii • reaction precedente. Dans 

ce cas, ii apparait un motif -0S03Ma 

sous unites de glucose sulfate T 

relative de 200 g Jl-1 ' ' -leculaire 
taux d^ Q • microanalyses donnent le 

de S en pourcentage de la masse du polymere. 

en connaissaL It ^ZL:::^^ 2^ 

" --ctternra::r^^^^^^^^ 

content - — c^e le po J^.e 

~ " substitue de masse 

- X,. residus carboxyligues libres de masse 

X1-X2 residus carboxyligues sulfah^« ^ 
masse 320 g. suitates de 

- Y residus glucose sijlf;=.*-^^ ^ 

^use suxtates de masse 200 a 

A partir de ces donnees ii <=>o^ • 
d-etablir le pourcentage de substitutL . 
X et Y. substitution des groupements 

les resulat.^'"''' ^^^^^^^^-^e de soufre donne par 

ncnbre a. ato.es de sou(/e areA"" '^"'"''"^^ 

ce „o„bre a.atce. est de ^ =,s% x I„T,'; ^'^^^^^ 
32 ^c:^ 1 / 32 X 100, ou 

est la masse atomigue de q mvt n 
Polyn,*re synthetisa. = " «« la masse molaire du 

<^e radicaux"soT c"'^'"- ^'^^ entage Y 

»«./247 . 3T00 ^ '''' * •• <"° - X 



Dans le deuxieme cas on « 
greff4 ^^t- r.=. ® groupement Z 

yj-ei-te est par exemple de> i =. ^ 

.aisonnemen. s.app,,<^e^vect ".eurT^t.o.lV"^ 
par les ..sultats de a'analyse el^entaire 
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HBGFPP ■ — a ux HGTA et any 

an.icoa...an:: si^n^ .eire dtrrT/e ^^^^^^^^^ 
activite inferieure a 50 n P-^senter une 

celle de 1 heparins dont 1 'activite est t \. 
150 a 170 Ul/xnilligrannnes. ' 

facteur. H ^tabilisent et potentialisent las 

facteurs de croissance pr^sentant une affinity 

tractus digestif. nerfs, ou le 

activity. Protegent et potentialisent les 

le st.e33 ^"^^^^^^^ in.plic^.es dans la lutte contL 
le stress oxydatif comme par exemol^ 

dismutase ou SOD. De par c^t^ ^^P^^ o^yde 

i^e par cette pro^^ri4^^^ i 

protection des aliments ou comme nutrient 

la calpa.ne " I'-tivit. des enzymes conm,e 

8) lis inhibent l'activi>^ r=i^c 
l-Wparitinase ou 1 'Mparinase. 
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9) lis augmentent la sur■^ri^ ^ 
soumises a des radi^t-- • survie de cellules 

exemple. ®® collagenes par 



10) lis 



antifibroti^es en modulant Ta cro. "'""^ 

.^alit* du t /e coll '"""'"^ hapati,ues et la 

type de collagane cni'elles s^crttent. 

crlt..e pe^etea"; Z'llTZ^r -".e 
sulfates qui sont d«» . <3^«eren=ier des Mparanes 

pas apr.. d'^Ld"!:: r'~L^^^ " 

toxicity co^e par exemple peut le . '""^ 
les groupe^ents gref,,. z - b^nz'L 

done le OJDBS. Oenzylamme, ce qui exclut 

protection l'/ .'l''"""" -Padtes da 

di«™ ^odiies jrCtr""" -3 

a) lesion de plaies cutan^es, 

b) regeneration de tissn= 
OS longs avec l^exen-ple du f6^ur 

osseuxetde".g^L"rrd:srr:L.^^ ^"^^ 

cas de l.osteoporose ou .es parod^ UroVr! 
des agents r^gulateurs de l-ho-naLt 

des masses tissulair» '>°"'«°stasie tissulaire at 

musculaire. ^ ""^^^^ osseuse ou 

contra la J^.:^:^Z ^^t"^^ °" 

P^ripherigue, systen,e narvaux central et 

aes isc..ie:Uir::r: r; lur^r ^"^^^-^ 
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Blacwell scientific PublicationsT Cent '"''"^ 
d'une solution de poly^ira 4 di/frrln,!! """'^'"^^^ 
en tampon a.o„en Koller .ont ZnZ s 

avec 100 mlorolltr.^ , mcubes S minutes a 37«c 

-0 ..c.oiit rrr rz:.zTT''- 

2^.-:::tt' : ---- - rj-r: 
-p.r. pa. .iz:l::t - -mot e.t 

-ticoa.nlant. .up./iere TT.lLll^ 
Particuller par rapport i 1 hja 

contreie positif ri\,„ heparins, pris comme 

valeurs d!s act^vit re.arguer gue les 

-n.. ici e:t-t r:'^:r;rr./^^ 

ra/«.iUigra„,mes de produits. -"'"laures A lo 




Cet exemple considere l'eff»f 
polym^res sur la stabilisation du FGFl et 1 . 
la potentialisation du POPI et du '^2 Ces 
sont evalu4s c!„r- i= ^ • " ^^i^i-^:. Ces effets 

ou r/s "co™r: tiirr ^^^^ 

experimentations sont celles d.cr iter j;," , . 
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anterieur dans les brevets relatifc 
incorporees a 1^ r^.-- . • ^eiatifs aux HBGFpps 

P rees a la presentexnvention par reference. 

-^^fet-" nnl^^A^^^ ., 

La sh^hii.-^^^.;^^ , ~^ ^nvf^ntion snr 

des RCT. contre'ari''' T '^'"^ -^^--te les effets 
c en fn I degradations thermiques a 20o c et ^ 

C en fonction du temps d' incubation de FGF2 . 

seul ou en r>T-*So^„^ ^ conserve 

repr.sente la ™ rat^ "^^'^'^^^ '^^''^ ' ^ 
FGFl, ici xncrogranune/milliiitre de 

ici de 6 nanograirnnes/milliiitre m, • n * 
xnoculer a une culture de cellule, ^^'"'^ 
cellules CCL 39 ^^/^^l^ules f xbroblastigues , les 

^<_i. jg, pour obtenir 50 % r^^, 
incorporation de thymidine triti^^ " """"""""^ 



protocols est lo 
pr6cedenm,ent decrlt av»^ , ''"^ ''^^"i 

associ.e ou non TlTZ.Zlr''"''' "^'''^'^ 

-a concentration de ptr^,::: ^"'^'^^ ' 

celie Po.e„tial.se'a.r.trre«er:r^''°"/ 
FGF. ces test<5 <=r.r.*- ^ ettet mitogene du 

et le FGF2. Les centrales sont les mS^^, 

"t^s prec4demment 4 1 - excent / T 

systi^ati^e pour cha^e test 1 la 7 

y « cest de la valeur de I'EDSO. 

Les molecules de c^cj 
Polym^res testes Potentiallsent Tes t 

* FGF2 puisne les valeurs de r.EOSO ""^ " 

ae 1 ED50 sont obtenues pour 



46 



des valeurs de FGF inferieur-^« 

obtenue en presence d'h^n" °" -o-Parables a celle 

t^xesence d heparine (figure 13). 




in vitro et qui est un^ ^ '^i-Lisee dans les tests 

se d^ronle aTnsr'„r' ■'-Section contra la trypsine 
F<5F2 ioae 5 '•^""^'^-""^''■"illilitre final de 

trypsins sont incubaa iJ-icre final de 

* 37«c avac diff^eL ^"^'^^ " "inutes 

<0.5 4 500 /°"r"""°"^ 

microgrammes/milliiitre) H^r,^ 
-is HCl 100 ^, o,ie M HaCX, .r^ 0 Z 
mxcrogrammes/milliiitre final J '°^*PH7,6. 5 
nanogramxne/milliiitre fin.l ^ ^^^P^^^e ou l 

a3out.s respectivlI^L "e . 

de 30 La rSctin " -^actionnel total 

apres 2 h d i k eneyxnatigue est arr^tee 

wes 2 h d' incubation a 37^0 oar ^h^.-^- 
Laenunli et un chauffage de s'J^ taxnpon 
U.K. Cleavage of str!!t . " (Laenunli 

Of the head of the "T^"""^ "^^'"^ ^^^^^^^^ 

227:680-685). Phage T4, Nature, 1970, 

- poi.acr.rr:r:: irr::":: ^^.^ 

pendant 1 h a 200 v ^ "Migration s'effectue 

-«- n a 200 V dans la alac-e^ 
seches 2 h a 80or « • ^"^^'^^ • ^es gels sont 

P-sen.ed.JfLVarr:j::^;,l-^^^^ ^ 
dagrad* caLul* ^^^^ - ^OP2 
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.Protec^inn rln FfiFl Trip p 

protecteurs exprimes en % de protection h ^"^ts 

poly acide p .aliqu4 sur le FCFf le PGpo et'^ ^^^^^^^ 

' ^^^2 et le TGFB, vis 

a V.S d.une attaque par la trypsins. La figure 15 
Prasante les effets protecteurs expriM.s T % a" 

et le TGFP, v.s a vis d'une attague par la trypsine. 

d.»„^ Poly^eres exercent pour la plupart 

d'entre eux un eff&t r^vr^^-=^^- v-^up^rc 
T.y,^ . Protecteur comparable k celui de 

1 heparine pris conune reference positive. 



EXEMPT. P 



^^hib-i ^ ion r?oc> ar'^ -i ^r-I 



L'elastase leucocytaire et r^i 
sont aes proteases ol.s aa J l • irstallatlo^r "e^ 
deroule^ent de la phase inf lannatoire . Ces tests 
v.sent 4 etablir si les poly.,res prot.gent les 
facteurs de croissance des degradations par 1 eiast^L 
leucocytaire humaine. exascase 

Les tests de protection centre l'elastase 
leucocytaire se d^roulent ainc,-! r ^ascase 
est 1^ „,A„« , amsi. Le protocol© utilise 

est le meme que celui utilise a^z^n i = 

a^®c la trypsme avec 3 0 
nanogrammes/millilitre final ri • ^ 

^. tmal d'elastase et 0,5 a 500 

microgrammes/millilitre de Dr>^^««^ ^ 
Tris HCl inn ^ Polymeres . Le tampon est du 

Tr.s HCl 100 mM, NaCl 0,18 M, 0,03% brij pH8 
. .ntens.t. des bandes est .valu.e par analyse d^il^^e 
et le pourcentage de FGF2 non d.grad^ est calcule Z 

r^flrrce^UUL"^^^^^ ^^"^^^ — 
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La figure 16 rapporte les eff»f= 
inhibiteurs des different, r,„i - sffets 
valeurs des ICSO. P°^>-eres expri,„es par les 



celui de 1-ecrasement musculaire tel au. ■ 

presents dans le brevet Fran.« • o ^^^"^ 

or-evet Frangais no 2 718 026. 

Apres ecrasement du muscle Enr tr? ^ 

Di.leoru. .ong.., de la pa.te arri.re d. rlt"^:: 

infection dans le muscle «cras^ d.„n= , . " 

p^sioio.i.ue cou.e„a„. .u n::\:s~r\t::eT 

":p::::i::;i"ir;srdr;rd"^"^*^^^ - 
.i.toio.i^eper.eer::/Lr:.r.ri:3\,",":/r 

polym^res sur la regeneration . effets des 

legeneration musculaire. Les resll^^«^-o 

r.ir:— * -r;i:- -r- ^^^^^ 

ob.enus ,ui d.„o„.re„nu"ussTlle: "^"''"^ 
PoZ.™.res d.riv.s du s Jelet " de dextral 
copoi™.res d.aclde ^ „ali,ue e.cerce:riesT„e:: 
revendiques. J.es effets 

II est important de noter que ces eff^^= o 
la regeneration musculaire sent oh^ 

infection in situ des pol^^e" o""-'"''' "^'^^ 

veineuse, intra arterial! injection intra 

au moment o. les^se ::,;r Tn T^""^^ ^ ^^^"^ 

d-administration sont adapt.es ^^^'^^^ 
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EXEMPT.R a 



Effeh.c; r^^^ 



regeneration rie^ i ■ qr p i^i- 



RGTA 



sur 



la 



Le modele retenu pour evaluer les proprietes 
c.catrisantes des RGTA est celui dej^ connu de 1 • art 
anterieur et decrit par Blanquaert F, et al . Bone. 1995 • 
17(6) : 499-506) . ' 

Ce modele consiste a pratiquer une 
trepanation circulaire de 5 millimetres de diam^tre dans 
la calvaria d^un rat adulte. Le defaut est comble par un 
tampon de collagene predeco'oupe aux memes dimensions et 
xinb.be ou non dans une solution contenant des RGTA. Dans 
1 exemple presente ici, les polymeres etudies sont les 
polioneres de type CMS (RGta 1005 et 1012) et les 
copolymeres d- acide P-malique (RGTA 2011). Le tableau iTi 
cx-dessous presente les pourcentages de comblement 
osseux etablis par analyse d- image des radiographies 
prises 35 jours apres le traitement. 

Tableau ttt 



Type de traitement 


% de comblement osseux 


control e 


18 +/- 4,8 


RGTA 2011 


56 +/- 7,0 


RGTA 1005 


54 +/- 6,9 


RGTA 1012 


72 +/- 8.Q 



^ ^ ^ Les deux types de polymeres stimulent done 
la regeneration osseuse d-autant que dans ces conditions 
de cicatrisation la suture sagittale se reforme acf 
integrrum. 
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La production d'ions O2 " et celle de 
peroxyde d^hydrogene (H2O2) representent des radicaux 
qux exercent des effets cytotoxiques particuli^rement 
destructeurs. Les SOD ou super oxydismutase sont des 
enzymes engagees dans la detoxification de ces radicaux 
Ce sont des agents qui preservent 1 ■ organisme du stress 
oxydatif . 

Les RGTA presentent plusieurs types 
d'activite vis a vis de la SOD : 

- lis exercent un effet potentialisateur sur 
I'activite catalytique de la SOD a pH neutre et un effet 
protecteur et potentialisateur a des pH acide et 
basique. 

- lis presentent la propriete de proteger 
les SOD vis ^ vis des degradations enzymatiques corrune 
par exemple la trypsine et d- autre part vis a vis de 
traitements thermiques . 

- Sur des modules de cultures de monocytes 
actxves, ils stimulent les activites catalytique des SOD 
endogenes et permettent de diminuer la production des 
ions superoxydes . 

Dans tous les cas, les dosages de I'activite 
SOD sont realises selon la technique de Pick, (Freund M 
et Pick E, The mechanism of action of lymphokines . IX 
The enzymatic basis of hydrogen peroxide production by 
lymphokine-activated macrophages. j Immunol 1986 
15;137(4):1312-1318). Cette technique repose sur le 
dosage des ions 03" par reduction du cytochrome c. De la 
MnSOD (Sigma ref. S 8151) a 30 U/millilitre est mise en 
solution en presence de differents RGTA a la 
concentration de 10 microgrammes /milliiitre . Ces 
melanges subissent differents traitements. 

L'activite SOD est 6valuee en presence de 
dxfferentes concentrations de polymeres dans des 
conditions reactionnelles normales. 
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Soit, .les melanges de SOD et de polymeres 
sont soumis a temperature ambiante a 1- action de la 
trypsine (meme conditions que pour les tests de 
protection de I'exemple 5) soit ils sont soumis a un 
traitement thermique a 60° C pendant 3 0 minutes. 
L'activite catalytique residuelle de la SOD de ces 
melanges est alors evaluee par les techniques 
enzymatiques classiques ou sur systeme cellulaire. 

Les echantillons ainsi traites sont incubes 
dans une suspension de monocytes (2,5 io6 
cellules/millilitre) stimules par 200 nM de PMA. Cette 
condition induit la production d' anion superoxyde par 
ces monocytes actives en macrophages. La stimulation par 
le PMA induit une augmentation de la production d'ions 
superoxyde normalement produits a un niveau basal en 
1' absence d- activation. L'adjonction de MnSOD active 
utilisee comme contrdle positif, diminue la quantity 
d'ions superoxydes produits. 

Dans ces conditions, plus la production 
d'ions superoxydes sera faible, plus I'activite 
catalytique residuelle de la SOD contenue dans les 
melanges sera elevee. Ces tests permettent done 
d'apprecier les effets protecteurs et potentialisateurs 
des polymeres sur I'activite SOD exogene comme endogene. 

La figure 18 illustre les effets 
potentialisateurs des RGTA sur I'activite catalytique de 
la SOD in vitro a diferents pH, la figure 19 les effets 
protecteurs des RGTA sur la SOD soumise a une attaque 
par la trypsine ou apres un choc thermique et la figure 
20 les effets potentialisateurs de I'activite SOD sur 
la production d'ions superoxydes par des macrophages 
actives . 

Conclusion; .Les polymeres exercent done des 
effets potentialisateurs et protecteurs aussi bien dans 
des systemes acellulaires que cellulaires. L'adjonction 
des differents polymeres module done 1 'activity 
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catalytique de SOD ajoutee de fagon exogene coinine de SOD 
produite de fagon endogene par les cellules. 

EXEMPLE 10 ; TnhibiUnn de T^^r^Hyit^ 
enzymes coinmf^ la Ca] naine par les RfiTA 

1) Introdur:t i nn . 

La calpaine 1 (Sigma P 4533) est utilisee 
dans cet example. Ainsi, 0.78 unite d'enzyme (57,2 nM) 
sont incubees dans 1 millitre de tampon 50 mM Tris-HCl 
PH 7.4, 0.05% Brij, 2inM CaC12, 2 mMDT et 0 . 15M NaCl . Les 
solutions de RGTA a tester sont ajoutees pendant 5 
minutes a 27oc. Le substrat (250 micromolaire de N- 
succinyl-leu-tyr-amido-7methyl coumarin, de chez Sigma 
(S 1153) est ensuite ajoute dans une cuve en quartz dans 
laquelle le melange d^crit ci-dessus est ajoute. Les 
mesures sont ensuite realisees toutes les 3 a 5 minutes 
par excitation ^ 380 nm et detection en fluorescence a 
460 nm de la transformation du substrat en 7 amino- 
4methyl coumarin (selon le protocole decrit par Sasaki, 
Kikuchi, Yumoto N, Yoshimura et Murachi T, 1984. dans J. 
Biol. Chem 259,(20) p 12489-12494. 

Les resultats obtenus sont resumes dans la 

figure 21. 



2 ) Conclus i nn 

Des resultats obtenus dans 1 ■ inhibition de 
1' activite de la calpaine par les RGTA, nous pouvons 
predire que les RGTA ont une activite de protection 
contre les lesions induites par les ischemies cerebrales 
comme le laissent prevoir les publications de Markgraf C 
G et col. (Stroke, 1998, 29, 152-158) ou encore Saido et 
al, (Neuroscience. Letters, 1997 16 ; 22 7 : 75-78 ) qui 
decrivent I'effet d ' inhibiteurs des calpalnes comme le 
MDL28170 ou encore la prot^ine Calpastatine dans le 
traitement des lesions post isch^mique du cortex ou de 
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10 



15 



l-hippocampe. L • adminsi tration par voie locale ou 
intraveineuse de RGTA aura I'effet inhibiteur des 
calpalnes et favorisera la reparation du tissus nerveux 
lese notairunent par manque d'apport en oxyg^ne comme 
c'est le cas des ischemies . 

EXEMPLE 11 : Tnhib ition rt^ \-aatU.i^^ 
gngymes comm^ 1 ' heoar-i t-.inasf^ p ^ r les RnTa 

activite inhib^^r^ce d^s h e oar i r.;:. «^ ^f- 

heoaritinases . 

La mesure de 1' inhibition par les rgta des 
activites. heparinase ou heparitinase est realisee en 
utilisant comme substrat les h^paranes sulfates 
radiomarque au soufre 35 et presents dans une matrice 
extracellulaire synthetises par des cellule 
endotheliales cultives en presence de Na2 35S04 pendant 
7 jours. Le protocole utilise est celui decrit par 
Ishai-Michaeli R et coll. (Importance of size and 
sulfation of heparin in release of basic fibroblast 
growth factor from the vascular endothelium and 
extracellular matrix. Biochemistry 1992 ; 3 1( 7 ) : 2 080- 
2088). La matrice extracellulaire obtenue apres 
Elimination des cellules endotheliales est ensuite 
25 incubee 24h a 3 7oc en presence ou en absence 

d'h^paranase et 0 . 5 microgramme /ml de RGTA.. Afin de 
mesurer la degradation des heparanes sulfates radio 
marques le milieu d' incubation est collecte et depose 
sur une colonne de Sepharose 6B selon le protocole 
30 decrit dans Ishai-Michaeli (Biochemistry 

1992;31(7) :2080-2088) . La figure 22 illustre les 
resultats obtenus . Les heparanes sulfates de haut poids 
moleculaire correspondant au materiel non degrade par 
1' enzyme heparanase sont elues en premier (fractions 3 k 
35 20). Le traitement a 1 'heparanase induit la disparition 

de ce pic et 1' apparition d'un pic correspondant a des 
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fractions de petit poids moleculaire d'heparanes sulfate 
degrade .( fractions 20 a 40). Dans I'exemple donne 
I'effet du RGTA 1005 a 50 microgranune/ml induit 50% 
d' inhibition et 100 microgrammes/ml 100% d' inhibition de 
5 1 ' activite heparanase . 



EXEMPLE 12 : Effets des RGTA sur la 
protection des cellules musculaires lisses intestinales 
humaines soumises a des radiations ionisantes; effets 
10 sur leur survie et sur leurs effets antif ibrotiaues 

evalues a travers la auantite et la aualite des 
collaaenes secretes . 

La formation d ' un tissu fibreux ou 

15 fibrotique est une etape physiologique essentielle, 

associee aux processus de reparation et de remodelage 
tissulaire. Le tissu fibrotique est un tissu de 
comblement , normalement transitoire, visant a conserver 
1' integrity structurale et f onctionnelle des tissus et 

20 organes. Il se caracterise par la richesse en collagenes 

de la matrice extra-cellulaire , 

Lorsque cette situation persiste ou se 
developpe, elle correspond a une pathologie illustrant 
un dereglement de 1 ' homeos tasie structurale et 

25 f onctionnelle des tissus et se traduit par une 

accumulation anormalement elevee de matrice extra- 
cellulaire qui engendre une fibrose. Une fibrose, quelle 
que soit son origine se caracterise par : 

la presence d'un infiltrat inf lammatoire 

30 permanent, 1' existence d'un desequilibre dans la balance 

entre un etat proliferatif et quiescent des cellules 
conjonctives ou mesenchymateuses comme les fibroblastes 
ou les cellules musculaires lisses, la destruction 
progressive du tissu envahi qui se renouvelle peu ou de 

35 fagon defectueuse, 1' existence d'un desequilibre de la 
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balance entre la synthese et la degradation de la 
matrice extra-cellulaire . 

Une fibrose peut gtre induite soit k la 
suite d-un traumatisme d'origines variees (infectieux, 
mecanique, toxique, etc..) soit a la suite de 
radiations ionisantes (notamment par des rayons y) . il 
s'agit dans ce cas des fibroses radioinduites comme 
c'est frequemment le cas chez les patients ayant subi 
une radiotherapie. 

Les collagenes sont les composants majeurs 
de la matrice extra-cellulaire des tissus normaux comme 
des tissus fibrotiques. lis sont essentiellement 
synthetises par les cellules mesenchymateuses comme les 
fibroblastes et les cellules musculaires lisses. Dans un 
tissu fibreux, le collagene total est quant i tat ivement 
augmente, en raison de modifications affectant aussi 
bien, sur le plan quantitatif que qualitatif, la 
synthese et/ou la degradation des collagenes, c'est a 
dire la dynamique du remodelage. Les fibroses se 
caracterisent par une augmentation du collagene de type 
III, et ceci preferentiellement lors de fibroses radio- 
induites. Cette augmentation de collagene de type III 
est associee a une augmentation mais dans une moindre 
importance du rapport entre le collagene de type III et 
le collagene de type I. Un autre collagene, le collagene 
de type V, est associe a la qualite de 1 • organisation 
des fibres de collagenes dans la matrice c'est a dire la 
fibrillogenese. Dans les tissus fibrotiques, 
I'effondrement du taux de collagene de type V est une 
des origines de la d6s tructuration des fibres de 
collagene de la matrice extracelulaire . 

Le modele cellulaire considere dans cet 
exemple est celui des cellules HISM, Human Intestinal 
Smooth Muscle cells, (American Type Culture Condition, 
Rockville, Maryland ATCC CRL 192), issues de la 
muscularis propria de jejunum humain (Graham 



56 



M. , Diegelmann R. , Elson C, Bitar K. and Ehrlich H. 
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 176 (1984) 503.). Cette 
lignee de cellules musculaires lisses intestinales 
humaines a ete utilisee pour apprecier les effets des 
radiations sur la survie cellulaire et 1' induction de 
phenomenes fibrotiques analyses a travers la quantite et 
la qualite des types de collagene secretees par des 
cellules normales ou en situation d ' inflammation ou de 
processus de reparation par une fibrose. 

Les cellules sont cultivees en milieu DMEM 
contenant 1 g/1 de glucose, 1% de L-glutamine, 1% 
penicilline-streptomycine et 10% de serum de veau foetal 
et conservees dans un incubateur a 37^0 sous une 
atmosphere saturee a 5% de CO2 et 95 % d'humidite 
relative, dans des flasques 75 cm2 . Les cellules HISM 
sont ensemencees sur plaques 24 puits a fond plat a 
raison de 20 000 cellules par puits. Le volume de chaque 
puits est complete a 2 milliL de milieu. Plusieurs 
cinetiques de croissance sont realisees en presence ou 
non de RGTA a differentes concentrations allant de 0,4 a 
400 microgrammes/milliL . 

L' irradiation est effectuee a partir d'une 
source d ' irradiation de ^0 cobalt dans un incubateur ou 
les plaques de culture sont disposees . Deux boites sont 
soumises simul tanement a cette irradiation dont la 
source est verticale et dont les doses sont evaluees en 
fonction de la surface irradiee. Le debit de 
1 ' irradiateur est de 1 Gy/mn. Les doses absorbees sont 
de 10 Gy pour un temps d * irradiation par bolte de 10 
minutes . 

Differents protocoles sont utilises pour 
apprecier le role des RGTA selon qu'ils sont ajoutes au 
milieu de culture avant, pendant ou apres 1 ' irradiation 
c'est a dire sur un plan preventif, curatif ou les deux 
a la fois. Le tableau IV ci-dessous precise les 
differents protocoles . 



57 



Tableau TV 



Secfuence 


RGTA 


irradiation 


RGTA 


Temoin 








Irradiation 




+ 




Curat if 






+ 


Prevent if 


+ 


+ 




Preventif et 
curat if 


+ 




+ 



L'effet preventif est evalue par adjonction 
de RGTA ( + ) a la dose de 400 microgrammes/mL dans le 
milieu de culture, 48 heures avant 1 • irradiation . 
L'effet curatif est apprecie par adjonction de RGTA 2 
heures apres 1 ■ irradiation aux mdmes doses que pour 
l'effet preventif. Pour les effets cumules preventif s et 
curatif s, les cellules sont continuellement cultivees en 
presence des memes doses de RGTA. 

72 heures apres 1 ' irradiation , les cellules 
sont incubees dans un milieu depourvu de serum en 
presence de proline tritiee (10 microCi/mL) et d'acide 
ascorbique (50 microgrammes/mL) pendant 24 heures . Le 
surnageant est alors preleve et la couche cellulaire 
r4cuperee a I'aide d'un robber-policeman dans un volume 
final de 18 mL. Les milieux de culture et les couches 
cellulaires recuperees sont extensivement dialys^es 
(seuil de coupure de 6 a 8 kDa) centre de 1 • eau courante 
(24 heures a 40C) pour eliminer les petites molecules 
des macromol^cules. Apres dialyse, des fractions 
aliquotes sont prelevees et hydrolys^es (HCl 6M, 105 °C, 
24 h) pour determiner la radioac t i vi t e de 
l'hydroxy(3H)proline, marqueur specifique des collagenes 
A ce stade, une fraction aliquote est utilisee pour 
quantifier par comptage de la radioac tivite, la syn these 
totale de collagenes . 

Le volume restant est a nouveau dialyse en 
presence de pepsine et de collagene I contre de I'acide 
acetique 0,5 M pendant 24 h a 4°C. La pepsine va digerer 
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les contaminants non collageniques qui seront elimin^s 
dans le dialysat sous forme de peptides. Du collagene de 
type I est ajoute afin d'augmenter la proportion de 
collagene qui est faible dans chaque echantillon et de 
tendre vers un rapport enzyme/ subs t rat de 1/5. Les 
conditions de reaction sont les suivantes : 1 mL de 
solution de pepsine (0,5 M) + 1 mL de solution de 
collagene I ( 0 , 5 M) + 0 , 514 mL d'acide acetique pour 
avoir une concentration finale en acide acetique de 
0,5M, dans un echantillon de 18 mL . Chaque dialysat 
ainsi obtenu est lyophilise a froid (-50°C) et conserve 
k -20°C jusqu'a utilisation. 

Les differentes chalnes a de collagene sont 
s^par^es par electrophorese sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS (Sodium Dod^cyl Sulfate) selon la 
methode de Leammli, apres reduction avec du p 
mercaptoethanol. La radioactivite incorporee dans chaque 
collagene est d^terminee par hydro lyse des chaines a 
issues du decoupage des bandes de gel correspondant a 
chaque chalne de collagene d'un type precis. Celles-ci 
sont ensuite dissoutes dans de 1 ■ eau oxygenee a 60°C et 
la radioactivite contenue dans les differentes bandes 
dissoutes est comptee au compteur p a scintillation 
liquide ou par autoradiographie directe des gels. 

La separation electrophoretique est realisee 
avec 5 microlitres de collagene V et 50 microlitres de 
chaque echantillon reduit. 

Ces gels permettent plusieurs types 
d' exploitation ; 

- La determination des differents types de 
collagene par analyse de la radioactivite incorporee. 

- La quantification de ces differents types 
de collagene par analyse densi tometrique apres 
autoradiographie . 
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^. , fractions aliquotes prelevees apr^s la 

eTToirT^r '^^^-^-^'^ 

. C, 24 h) en ampoules scellees. L'aoide ac^tigue 

est ensu.te .vapor*, puis le contenu de !■ ampoule est 
resuspendu dans 1 .1 a^eau distill.e. .a proline et 
1 hydroxyproline sont s6par4s par la m^thode de RojWnd 
et Gonzales (Rojkind M et Gonzalez v ■ 
fn^ .1., ■ ■ i^onzalez E, An improved method 

for determrnxng specific radioactivities of proline-14C 
and hydroxyproline-14C in collagen and in no„!ollagen"s 
proterns. Analytical Biochemistry 1974 ; 57 (1 , ■ l -7! "! 
Principe conslste . o.yder la proline e: 
1 hydroxyproline par la chloramine T. .a proline est 

ttrrie r " •'^^^-^"""^ car^oxylate soluble dans le 
toluene alors <^e 1 'hydroxyproline est transform*, en 
carboxylate soluble dans I'eau. Apr.s traitement, las 
deux fractions proline et hydroxyproline sont recuperees 
pour chague *chantillon et guantifi*as par mesure de l" 
radioactivite. ae xa 

cara.^ ' ■ ^^^^^^^i^^^ nor^ales, les cellules HISM se 

(f.gure 23) et surtout, sur le plan qualitatif, par le 
Phenotype des collagenes secretes (figure 24) . 

Dans des conditions normales, le collagene 
ma^or.taxre est le collag.ne de type X. .es collagLs 

de crial " ^inoritaires. .a qualtit. 

de collagene de type V est associee a la quality de 
1 organisation de la f ibrillogenese . 

Le collagene de type iii est un "collagene 
d'alerte", synth4tis4 or. • , ayene 

ri«^ -. sy^'^^etise en theorie de fagon transitoire 

dans le cas d'une T-«is<-«- -i ^v, ^ ^x^e 

"ne reaction a un stress mais de facon 
Per.anente dans le cas d-une fi..ose. La quantite 
Proportionnelle de collag.ne de type XXX par rapport au 
collagene de type X augmente de fa.on i.portante dans 

stre" ^^ ' ^-i- tissulaire, un 

i^nlsa T -^---n co^ne par exe.ple des radiations 

-nisantes. ^e collag.ne de type XXX devient 
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preponderant dans les matrices des tissus presentant une 
reaction fibrotique aiguS comme chronique. Ce collagene 
peut etre considere comme un composant signaletique de 
ia reaction fibrotique. 

Lorsque les cellules HISM sont cultiv^es 
dans des conditions temoins c'est a dire sans RGTA elle 
synthetisent ces trois types de collag^nes (figure 24) 
L- irradiation modifie la quantite (figure 23) et la 
qualite (figure 24) des collagenes elabores. La synthese 
globale de collagene augmente de pres de 50 % (figure 
23). La secretion ce collagene de type I et surtout de 
type II augmente considerablement (respectivement de 50 
% et de pres de 500 %) . a !■ inverse, la synthese de 
collagene de type V diminue de plus de 50 %. 

La presence de differents RGTA (rgta 1005 et 
RGTA 1025) restaure presque a 1 ■ identique le 
comportement t^moin des cellules malgre leur exposition 
a 1 .irradiation. La figure 23 montre que la synthese 
globale de collagene revient a des valeurs normales en 
particulier pour les conditions de traitements 
preventifs ou cumules (Prev ■^ Cur) . La figure 24 
confirme ce retour a une homeostasie de reference en 
particulier dans le cas des traitements cumules. Les 
traitements curatifs comme pr4ventifs exercent les mSmes 
types d-effets, surtout en ce qui concerne les valeurs 
des rapports de secretion des collagenes de type I et de 
type III qui retrouvent des valeurs comparables a celles 
des cellules temoins. Ces RGTA restaurent le 
fonctionnement des cellules HISM vis a vis des 
collagenes . 

lis agissent egalement sur la survie des 
cellules (figure 25). L ■ irradiation provoque en effet 
une mortalite cellulaire importante de plus de 50 % de 
la population irradi^e. En presence des polyxneres, un 
effet protecteur net est enregistre puisque la mortalite 
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est reduite 4 environ 25 %, l.eftet le plus ™rqu« etant 
obtanu pour les traitements cu^ul^s priventlf . curatif . 

^ ""ef'f^r. n : action . . 

antif i brorngues n,o^„1.n. — 

-^^^ — cellules h^r^^j-T g ue^a ^t- -, 

^^os6 dans 1 • exemple 12 precedent, la 
ITlT alteration de la croissance des 

cellules xnesenchyxnateuses associee a une modification de 
la <^antite et de la coalite des collagenes synthetises 
c.n 1 • ^^^""Ple utilise un autre xnodele 

d aortr^r ^^^'^'^^ -sculaires lisses 

methode des explants ^ partir d'aortes. L'aorte est 
coxnpos^e de 3 couches cellulaires : l-adventice (couche 
externe crui contient.les cellules f ibroblatiques , la 
-edxa (couche centrale) qui contient les cellules 
musculaires lisses (CML) et 1 ■ intima (couche interne) 
qui contient les cellules endotheliales . 

La media, apr^s pr^l^vement est dilacer4e en 
Petits morceaux. Les explants sont mis en culture en 
flasgue 25 cm2 contenant du DMEM 1 g/L de glucose, avec 
rouge de phenol, additionne de 20% de s4rum de veau 
foetal (SVF), 1% de L-glutamine et 1% de penicilline- 
streptomycine. Les cellules se detache de ces explants 
et vont coloniser le milieu (stade po) . Au bout de 2 
semaxnes de mise en culture, les cellules sont congelees 

d 'hmco de 2 millions de cellules dans 

du DMSO 10 % et DMEM 20% SVF. 

, cinetiques de croissance sont effectuees 

en evaluant le nombre de cellules par puits a 1 ■ aide du 
compteur automatique de particules (Coulter Counter ZM 
Coultronics) etalonne prealablement par une evaluation 
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du diametre. des cellules a 1 ■ aide d • una cellule de 
Malassez. Chaque comptage est realise sur une moyenne de 
4 puxts a partir desquels les cellules sent detachees a 
I'aide de 500 microL/puits d-une solution de trypsine- 
EDTA (lOmM) . 

Les CML sont ensemencees dans les memes 
conditions d ■ experimentation que les cellules HISM Les 
cinetiques de croissance sont r^alisees en presence ou 
non de polym^res des series RGTA 1000 a 1025 pour les 
polymeres ou Z est rien. et quand Z existe, pour les 
series des RGTA 1110 a 1115 ou d-h^parine ^ titre de 
controle, aux differentes concentrations allant de 0 4 a 
400 mg/mL. ' 

Le pourcentage d' inhibition de la 
proliferation est calcule selon la formule suivante : 

1% = 100 x (1 - croissance nette avec 
polymeres) /croissance nette temoin) 

ou la croissance nette represente la 
difference entre la quantite de cellules denombrees 
lorsqu-elles sont a confluence avec le nombre de 
cellules ensemencees en d^but de mise en culture. 

Le temoin correspond aux cultures de CML en 
absence de polymeres. L'heparine et les RGTA 
representent les diff^rents effecteurs testes 
susceptibles de modifier I'activite biologique de la 
cellule. 

Dans les m§mes conditions que les cellules 
HISM, la synthese et le typage des collagene par les CML 
a ete realise. 

La figure 26 presente les resultats obtenus 
Les RGTA exercent un effet inhibiteur sur la 
proliferation des cellules musculaires lisses comparable 
a celui de l-h^parine utilisee comme molecule de 
reference contr61e comme I'illustrent les valeurs des 
deux premieres colonnes . Cependant et a la difference de 
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1 heparins, ces polyn^res retabllssent le pWnotype de 
secretion des collag.nas. Kn effet le tau. de sy^L*.e 
global des collagenes est signif icative^ent di.W Tn 
presence des RGTA 1005, 1012 et 1013. Sur le plan 
qual.tatif, ces ...es poly„*res 4 1 ■ inverse d^ 
1 heparine diminue le taux de synthase de collagtoes de 
type 1 et de type III alors gu'lls augmentent la 
secretion de collagene de type V. 

. ^"^"^ confirment les propriit^s 

antifibrotlgues des poly„,4res de !• invention. 

recreneranon rig p ^a., ^ * 

Cet exe»ple illustre I'effet des RGTA sur la 
cicatrisation outanee profonde apr4s suture chez le rat 

anesth^,-- """^l--- 250 granges sont 

anesthesies par une Injection l„ de Ketamine et de 
^argactil. Deux excisions de 3 c™ sont pratiguees 
lateralement par rapport A l.axe de sy^etrie dorsal des 
ani.aux de cha^e cot* de la colonne vertibrale (figure 

RGTA 1012. les ani,„aux trait^s recoivent en intra 
musculaire une injection d'une solution de ROTA 1012 4 1 
mlligra^nes par kilograa^e 30 minutes avant 1 •excision 
et 100 .icrolitres d'une solution 4 100 micrograi^es par 
millilitre en application topigue sur la plaie juste 
avant la suture. La suture est effectuee en un seul plan 
par un sur^et intradermigue au prolene 2-0. Les rats 

7 21 L'L""'"" -crophotographies aux jours 

7, 21 et 60 apres l.op*ration. A chacun de ces d^lais 
trois rats de chague serie experimentale 30'; 
euthanasias en vue d'une .tude histologigue des 
prelevements cutane cicatriciels . 

La figure 27 montre les effets des RGTA sur 
la cicatrisation cutanee : 
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- Figure 27-A : Incision cutanee profonde 
realisee jusqu'au plancher musculaire sousjacent de 3 cm 
de long de part et d' autre de la colonne vertebrale. 

- Figure 27-B : Vue dorsale de 1 • animal 
apres suture des berges de la plaie par surjet 

- Figures 27 -C : Aspect des cicatrices apres 
dix jours apres le traitement. CI et C2 correspondent a 
un animal controls, traite par du serum physiologique 
sans RGTA 1012. En CI les fils n ■ ont pas ete enleve au 
contraire de la photographie C2 . La cicatrice est 
visible et presents encore des croutes de sang coagule 
en particulier au iveau des traces des aiguilles 
utilisees pour la suture. C3 et C4 correspondent a un 
animal traite par du s^rum physiologique contenant du 
RGTA 1012. Dans le m§me temps les cicatrices ne sont 
plus visibles. Les fils de la suture sont visibles sur 
la figure C3 alors qu'ils ont ete enleves sur la figure 
C4. Sur cette photographie seul un fin Iis6r4 marque 
1' incision d'origine. 

- Figures 27-D : Analyse histologique . Dl et 
D2 presentent les coupes histologiques de la peau ayant 
ete incisee 60 jours au prealable. Dl correspond k un 
animal controle, traite par du serum physiologique sans 
RGTA 1012, la figure D2 a a un animal traits par du 
serum physiologique contenant le RGTA 1012. En Dl, le 
derme sous jacent a un epithelium encore imparf ai tement 
mature n'a pas retrouve une structure identique a celle 
d'une peau normale. Le remodelage est tres partiel . a 
1- inverse, en D2 la peau a retrouve une structure et une 
organisation identique a celle d'une peau qui n'aurait 
jamais ete lesee. La seule trace d'une cicatrice est 
visible dans la profondeur du derme qui laise encore 
detectee une zone incompletement remodelee. Dans ce 
dernier cas, il y a absence totale de cicatrice externe. 
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Les photographies de la figure 27 montrent 
au bout de 7 jours la disparition de cicatrice 
superficielle que les fils aient (C4)ou non (C3) ete 
enleves alors que les animaux controle laissent 
apparaitre une cicatrice dans les deux conditions 
precitees (CI et C2). 

Une analyse histologique pratiquee a 60 
jours montre que les peaux des animaux non traites (Dl) 
pr^sentent un derme absolument pas mature alors que les 
animaux traites par les RGTA ne laissent apparaitre 
qu-une l^gdre trace dermique en profondeur. L'histologie 
de la peau des animaux traites (D2) est d'un aspect 
comparable k une peau d'un animal t^moin non soumis a, un 
quelconque processus cicatriciel. Dans ce module, les 
RGTA non seulement accelerent la vitesse de 
cicatrisation du plancher cutan^ mais aussi et surtout 
permettent un remaniement du tissu cicaticiel qui 
aboutit a un tissu regenere dans lequel aucune trace de 
fibrose n-est detectable. lis apparaissent avec cet 
exemple comme des regulateurs par ticuli Bremen t puissants 
de 1 'homeostasie tissulaire. 

Exemple IS : Rff^fs de r.^r.^^r^^ ^ r.r^ ^^^.^^ 
I'ischemie nar les RHTA 



Cet exemple illustre avec le polymer e RGTA 
1005 demontre les effets de protection des RGTA centre 
la souffrance tissulaire qui permettent de conserver 80 
% de la masse d'un organe en comparaison des organes non 
traites (figure 28). Ces effets de protection des RGTA 
centre les effets del^teres provoqu^s par le stress 
induit par un manque d'apport d'oxygene resultant d'une 
ischemie des muscles sont pr^sent^s dans 
1 ' experimentation decrite ci-dessous. 

Le modele utilise est inspire du modele 
decrit par Hansen-Smith, F.M. , Carlson, B.M. , & Irwin, 
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K.L. (1980, Revascularization of the freely grafted 
Extensor digitorum Longus muscle in the rat. Am. J. 
Anat. 158, 65-82). La procedure experimentale consiste k 
sectionner le tronc neurovasculaire des muscles EDL 
(Extensor Digitorum Longus) sur les deux pattes arri^res 
de rats adultes Wistar (350g) au niveau de son entree 
dans le muscle et a completer I'ischemie par une 
ligature des deux tendons. Une injection de 100 
microlitres d ' une solution de RGTA 1005 ^ 50 
microgrammes par millilitre dans du serum physiologique 
est alors effectuee directement dans un muscle EDL. Dans 
1' autre muscle controlateral , le meme volume de serum 
physiologique sans RGTA est injecte. 

7 jours apr^s 1' injection, les muscles sont 
retires et examines apres preparation histologique au 
microscope. Dans chaque groupe de muscle, traits et non 
traits, un ensemble de param^tres tels le diametre moyen 
du muscle, I'epaisseur de I'epimysium, de la zone 
peripherique, le diametre moyen de la zone ischemiee a 
ete mesure k I'aide d'un objectif xlO et d'une echelle 
micrometrique. Le nombre de couches de fibres 
musculaires ayant survecu a l'isch4mie dans la zone 
peripherique a ete compte sur trente champs differents 
pris au hasard et observes a I'aide d'un objectif x20. 

La figure 28 montre les effets protecteurs 
des RGTA (RGTA 10 05) centre la souff ranee tissulaire 
dans un modele d'ischemie musculaire chez le rat. La 
figure 27-A et la figure 27-B montrent respectivement 
deux coupes histologiques de muscles de rats controle 
(27-A) et traite (27-B) par une solution de RGTA 1005. 
Chez le controle, I'ischemie a provoque la 
degenerescence des fibres musculaires a 1' exception 
d'une couronne de fibres p6ripheriques au contact de 
I'epimysium. L ' administration de RGTA 1005 limite de 
fagon considerable la degenerescence des fibres 
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musculaires situees en profondeur tout comma elle 
dimmue de fagon tr^s significative la reaction 
mflaimnatoire et les degradations qu'elle provoque. Le 
RGTA 10015 preserve done les cellules des effets 
deleteres provoques par I'ischemie. 



On observe sur la figure 28 qu • apres une 
semame, le diametre moyen n'est pas modifie apres 
traitement au RGTA (5,2 -./-O.Bmm) par rapport au 
diametre (5 , 1+/-0 , 2mm) d • un muscle temoin non lese La 
reaction inf lammatoire dans I'epimysium est diminuee 
dans les muscles traites au RGTA d'une maniere tres 
significative puisque les epaisseurs des epimysiums" sont 
de 10 +/- 5 micrometres avec traitement par le RGTA en 
comparaison de 85 +/- lo micrometres sans traitement 
avec du RGTA (p<0.01). La zone centrale ischemiee des 
muscles EDL non traites au RGTA pr^sente un diametre 
moyen de 4,4000 -./- loO micrometres dans laquelle les 
fibres musculaires ont compl^tement disparu. Cette zone 
est entouree d'une zone peripherique de 270 +/- 50 
micrometres contenant une moyenne de 3.2 +/- 0.5 couches 
de fibres musculaires. Le traitement au RGTA est 
caracterise par une nette diminution de 1 • importance de 
la zone centrale degeneree dont le diametre moyen est de 
3600 micrometres .-/-200 (p<0.05) et d'une augmentation 
de la zone peripherique dont I'epaisseur est de 700+/- 
40 (p<0.05) micrometres et qui contient 8.3 +/-1.8 
p<0.01) couches de fibre. 

EXEMPLE 16 : Kff^^o ^ ^s pr,^^ ■. , 

regeneration d<:>.c, ps lonr^ o 

Get exemple illustre la reconstruction d'un 
defaut osseux, pratique dans le tube diaphysaire d'un 
f^mur de rat, a 1 • identique avec au bout de 8 semaines 
et mieux a 12 semaines une reconsti tution d'un canal 
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medullaire identique a celui d'origine et de corticales 
matures comme dans 1 ■ os non fracture d'origine (fiaure 
29) . 

Des rats males Wis tar (ico: WI (lOPS 
AF/Han), If fa Credo) de 275 ^ 325 grammes sont utilises. 
L- etude est realises en accord avec les recommandations 
de la CEE sur le travail sur animal (decret 87-848 - 
04/19/1987). sous anesthesie, par injection de 
pentobarbital de sodium, le femur est aborde 
lateralement. Les tissus musculaires et periostiques 
sont desolidarises du tube diaphysaire. Une plaque en 
polyethylene de haute densite est fixee a la surface du 
femur par des broches de Kirschner. Un defaut 
segmentaire de 5 millimetres est pratique au milieu de 
la diaphyse femorale. Un implant et insere a la place du 
defaut osseux avant suture des tissus. Cet implant 
correspond A une matrice osseuse allogenique 
demineralisee prepares avec des diaphyses femorales 
d'autres rats selon la procedure decrite par 
F. Blanquaert et coll. (1995, Bone 17:499-506), 
impregnee ou non de RGTA 1012 par incubation dans une 
solution saline comprenant 100 microgrammes par 
millilitre de ce produit. Les animaux sont ensuite 
maintenus en cage sans contrainte deambulatoire . Les 
femurs des animaux sont radiographics toutes les deux 
semaines pendant 12 semaines avant d-^tre euthanasies . 
Les femurs sont alors preleves et soumis aux traitements 
necessaires a une etude histologique . Les radiographics 
sont etudiees en particulier au niveau de leur 
densitometrie par analyse d' images. 

La figure 29 montre les effets des RGTA sur 
la regeneration des os longs et rapporte plus 
particulierement les etudes his tologiques et 
radiographiques de femurs de rat traites ou non par du 
RGTA 1015. 
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La figure 28-A presents le modele de defaut 
pratique dans la diaphyse femorale. 

Les figures 28-B, 28-D, 28-F et 28-H 
representent des radiographies de femur de differents 
groupes experimentaux. Les figures 28-C, 28-E et 28-G 
representent des coupes his tologiques des pieces 
operatoires correspondant respectivement aux specimens 
presentes en 28-D, 28-F et 28-H. 

Sur les figures 28-C et 28-D, on observe que 
le defaut femoral n'a regu aucun traitement particulier. 
II n'y a pas eu en 12 semaines de phenomene cicatriciel 
et le fQt osse\ix n'est pas reconstitue. 

Sur les figures 28-E et 28-F, on observe que 
le defaut osseux a 6te comble par de la matrice osseuse 
d^mineralis^e. Dans ce cas, le comblement est effectue 
mais aucun remaniement n'est observable. La structure de 
comblement ne presente pas 1 ■ organisation d'un os long 
traditionnel . 

Sur les figures 28-G et 28-H, on observe que 
le defaut osseux a ete comble par de la matrice osseuse 
demineralisee impregnee dans une solution de RGTA 1015. 
Dans ce cas, la structure des tissus de comblement 
correspond a celle d'un os normal. L'os compact cortical 
est en relation avec la zone non lesee dans laquelle on 
peut voir I'empreinte des vis de fixation. Cette partie 
d^limite une cavite remplie de moelle osseuse en 
continuite avec la cavite medullaire d'origine. 

Les figures 28-11, 28-12, 28-Jl et 28-J2 
montrent I'effet du RGTA 1015 sur la vitesse de 
reformation de l'os long. Les radiographies II et 12 
sont prises a 8 semaines, les radiographies Jl et J2 a 
12 semaines. II et Jl correspondent au traitement 
presente en 28-E et 28-F ou le defaut osseux a ete 
seulement comble par de la matrice osseuse demineralisee 
san. RGTA. 12 et J2 correspondent au traitement presente 
en 28-G et 28-H ou le defaut osseux a 6te comble par de 
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la matrice osseuse demineralisee impregnee dans une 
solution de RGTA 1015. Ces radiographies montrent une 
acceleration de la cicatrisation et surtoute de la 
maturation des os reformes surtout en ce qui concerne 
une corticalisation nette (12 et J2) non detectable en 
II et Jl. Le RGTA 1015 agit comme un agent de 
regeneration qui permet de reconstituer , dans un d^lai 
accelere, une structure osseuse d'os long identique a la 
structure de I'os d'origine. 

Ainsi done et de fatpon etonnante, le RGTA 
1012, impregne dans la matrice osseuse demineralisee en 
comparaison d ■ une matrice impregnee dans du serum 
physiologique sans le polymere induit une acceleration 
tout a fait significative sur les processus de 
remodelage et de maturation osseuse. Get effet se 
manifeste par 1" apparition de nouvelles corticales apres 
seulement 8 semaines alors que dans les conditions 
controles ce phenomene ne se d^roule pas. Apres 12 
semaines, six des sept animaux traites par 1 ■ association 
avec du RGTA 1012 presentent A l-^tude radiologique les 
evidences d ' une union complete du d^faut avec la 
reformation de corticales epaisses et delimitees tandis 
que sans le CM1DS2 seule 1 • union est observee avec des 
images radiologiques d'os immature sans corticalisation. 
Une etude quantitative en analyse d ■ image des 
radiographies confirme ces observations. Cette etude 
precise par ailleurs que le profil des os traites par le 
RGTA 1012 est comparable a celui d'un os normal, a la 
seule difference que le materiel osseux est d ■ une 
densite relativement plus faible dans les delais 
exp^rimentaux consideres de 12 semaines. La projection 
de la densite de I'os neoforme dans le defaut d'origine 
revile que le traitement par le polymere RGTA 1012 
induit un remodelage tissulaire a travers la reformation 
de corticale et d'un canal medullaire. 
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Les etudes his tologiques correlent et 
confirment les resultats etablis par analyse d' image des 
donnees radiologiques . Ces Etudes his tologiques 
demontrent la presence de nouvelles corticales 
constituee d'os compact avec encore quelques regions de 
moelle et la presence d ' un canal medullaire en 
continuite avec le fut diaphysaire d'origine, rempli de 
nouvelle moelle osseuse. Les femurs traites sans RGTA 
1012 ne montrent aucune figure de maturation. L ' os 
reconstitue ne presente pas d ' organisation particuliere . 
II est constitue d'un melange heterogene d'os compact et 
de tissu medullaire sans delimitation particuliere du 
territoire. 

Ces resultats illustre les effets 
osteoinducteurs des polymeres de 1' invention sur leur 
capacite a induire non seulement la reparation des os 
longs mais aussi et surtout leur potentiel a reguler 
I'homeostasie des tissus r^generes au niveau de leur 
masse comme de leur remodelage. 

Les proprietes des RGTA comme agent 
regulateur de I'homeostasie des tissus osseux, c'est a 
dire sur la masse tissulaire, sa f onctionnalite et son 
remodelage sont confirmees par I'exemple 17 ci-apres . 

EXEMPLE 17 : Effets des RGTA. siir 1^ 

remaniement et la protection l a massf^ osseuse d^n<=! nr. 
modele de oar odontie aiaue chez le hamstt=>r- . 

Le modele utilise dans cet exemple concerne 
le remaniement osseux de la mandibule de Hamster. 

Une parodontie est induite chez des Hamsters 
dores de Syrie (centre d'elevage D^pre, references HSM 
41/50) apr^s deux mois d ' une alimentation 
hyperglucidique. Le regime administr^ se compose de 
saccharose (56 %) , lait en poudre ecreme (28 %) , farine 
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complete de ble (6 %) , levure de Mere (4 %, luzerne en 
poudre (3 %), poudre de foie (1 %) et chlorure de sodixim 
(2 %) . 

Les animaux sont repartis en groupes 
experimentaux. 14 animaux constituent les groupes 
temoins qui regoivent une alimentation normale a base de 
biscuit et de croquette. 24 animaux constituent les 
groupes experimentaux soumis au regime hyperglucidique . 
lis developpent une parodontic chronique etablie au bout 
de deux mois. Les groupes experimentaux regoivent apres 
ce delai, chaque semaine pendant 3 semaines, une 
injection intramusculaire de RGTA 1005 a differentes 
doses comprises entre 0,1 et 15 milligrammes par 
kilogramme sous un volume de 0,5 millilitres de serum 
physiologique tamponne. Les groupes contr61es regoivent 
une injection de s4rum physiologique sans RGTA 1005 
(SHAM) . Le poids des animaux est releve chaque semaine. 
Un mois apr^s chaque type de traitement, les animaux 
sont sacrifies, les mandibules prelevees et pr4par6es 
pour une etude histologiques . Les inclusions des pieces 
operatoires sont realisees dans du methyl m^tacrylate 
stabilise . 

Dans ce modele de parodontite, seuls 200 
micrometres sont exploi tables en hauteur pour chaque 
hemimandibule. Le systeme est standardise de fagon 
etudier tou jours la meme sequence de coupes a une 
profondeur definie et reperee par le tissu osseux 
compris entre les racines des deux premieres molaires du 
cot.6 lingual. 

La maladie parodontale, au niveau de ces 
molaires se manifeste par 1' apparition d ' une poche 
parodontale qui delimite un volume rempli de plaque 
bacterienne. Cette maladie entraine une destruction 
importante de I'os parodontal qui se caracterise par une 
importante resorption osteoclastique et une reduction 
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des surfaces osseuse en apposition c'est a dire a une 
phase d • OS teosyn these . 

La resorption osseuse est quantifiee en 
mesurant les zones de contact entre 1 • os et les 
osteoclastes (Oc) . Ge sont des cellules geantes colorees 
en bleu par le bleu de toluidine. L' apposition quant a 
elle se caracterise par une bande de tissu osteoide, 
identifiee par une coloration bleu attenuee recouverte 
d'osteoblastes. A 1 • inverse des OC, les osteoblastes 
sont des cellules de petite taille, de forme cubique et 
mononucl6es. Les quantifications de ces phenomenes se 
font a I'aide d'une station d'imagerie assistee d ■ un 
logiciel de traitement d' images. 

La figure 3 0 pr^sente les quantifications 
obtenues dans les differentes conditions exp4rimentales . 
Chez les animaux temoins qui n'ont pas developpe la 
maladie, 1- activity de la resorption est quasiment nulle 
alors que celle de 1' apposition est importante. Chez les 
animaux non traites (SHAM), la maladie est fortement 
developpee et se caracterise par une forte resorption et 
un faible taux d ' apposition . Chez les animaux traites 
par du CM1DS2, et en particulier a la dose de 1,5 
milligrammes par kilogramme, le taux de resorption est 
fortement diminue et est associe a une augmentation tres 
importante du taux d' apposition qui atteint pres de 80 % 
du taux etabli chez les temoins . 

Ces effets sont obtenus par injection 
intramusculaire . lis montrent que les RGTA regulent la 
masse du tissu osseux en r^equilibrant la balance du 
remodelage entre la resorption et 1 • apposition . 

EXEMPLE — 18 ; Donnees pharmaf7ocint^^ i ry i.^o 

mpntrant les proprietes des rhta p our vectorisg^r- H^c , 
molecules vt^rs des fcissus l^s^g 
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Get example illustre la capacite que 
presentent les polymeres de 1' invention a se fixer de 
fagon specifique et a se concentrer au niveau des sites 
de souff ranee tissulaire. 

Dans le modele de la regeneration du muscle 
soumis a un ecrasement, decrit dans 1 ' exemple 1, une 
lesion est pratiquee sur 1 ' EDL de la patte gauche des 
animaux. Chaque animal regoit une injection 
intraveineuse de 2 10 ^ cpm de RGTA 1012 radiomarque au 
tritium par les soins de la societe SibTech, Inc. (NY, 
USA). L'activite specifique de ce traceur est de 20 
milliCurie par milligramme. 

A differents temps post-operatoires , les 
muscles EDL leses des pattes gauches et ceux non leses 
des pattes droites sont preleves et congeles dans 
1' azote liquide. La realisation de coupes histologiques 
en congelation permet grace a un beta imager (Societe 
Biospace) de mesurer la quantite de produit radiomarque 
fixe au niveau des coupes des tissus etudies. Les 
resultats rapportes dans le tableau V ci-dessous montre 
que les muscles leses concentrent des 24 heures une 
quantite de produit radioactif environ 5 fois plus 
elevee que les muscles non leses dont le niveau de 
marquage ne differe pas du bruit de fond de I'appareil. 

Tableau V 





cpm de RGTA 1012 fixe au niveau des 
tissus 


Temps post- 
operatoires 


24 heures 


48 heures 


96 heures 


Tissu musculaire 
lese 


11800+/-890 


10150+/-1020 


9000+/-790 


Tissu musculaire 
temoin 

controlateral 


2060+/-530 


1980+/-390 


1870+/-640 


Bruit de fond de 
1 ' enrecristrement 


1800+/-160 


1780+/-210 


1950+/-180 
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Ces r^sultats demontrent les capacites 
d'autociblage des polymeres de 1 ' invention qui se 
concentrent specif iquement au niveau des tissus 
presentant une souff ranee ou une lesion. Une propriete 
particulierement interessante de ces polymeres reside 
done egalement dans leur capacite de vectorisation d'un 
principe medicamenteux ou de diagnostic. 



REVENDICATIONS 



Polymeres biocompatible constitue par un 
enchainement de motifs identiques ou differents, de 
formule generale (I) suivante : 

Aa Xx Yy 

dans laquelle : 

- A represente un monomere; 

- X represente un groupement carboxyle fixe 
sur un monomere A et repondant a la formule suivante : 
-R-COO-R', ou R est une liaison ou une chaine 
hydrocarbonee aliphatique, eventuellement ramifiee et/ou 
insaturee et qui peut contenir un ou plusieurs cycles 
aromatiques a 1' exception de la benzylamine et de la 
benzylamine sulfonate, et R' represente un atome 
d'hydrogene ou un cation, 

- Y represente un groupement sulfate ou 
sulfonate fixe sur un monomere A et repondant a I'une 
des formulas suivantes : -R-0-S03-R', "R-N-S03-R' , -R- 
S03-R* , ou R est une liaison ou une chaine hydrocarbonee 
aliphatique, eventuellement ramifiee et/ou insaturee et 
qui peut contenir un ou plusieurs cycles aromatiques a 
1' exception de la benzylamine et de la benzylamine 
sulfonate, et R'. represente un atome d'hydrogene ou un 
cation, 

- a represente le nombre de monomeres A, qui 
est tel que la masse desdits polymeres de formule (I) 
est super ieure a environ 5 000 daltons 

- x represente le taux de substitution de 
1' ensemble des monomeres A par les groupements X, lequel 
est compris entre environ 20 et 150%, et de preference 
est de I'ordre de 50%, 

- y represente le taux de substitution de 
1* ensemble des monomeres A par les groupements Y, qui 
est compris entre environ 30 et 150%, et de preference 
est de I'ordre de 100%. 



2) Polymere biocompatible selon la 
revendication 1, caracterise en ce que le radical R des 
groupement X at Y, est choisi parmi un groupement 
alkyle, allyle, aryle, lineaires ou ramifies. 

3) Polymere biocompatible selon les 
revendications 1 ou 2 , caracterise en ce que les 
monom^res A, identiques ou differents, sont choisis 
parmi les sucres, les esters, les alcools, les acides 
amines, les nucleotides. 

4) Polymere biocompatible selon 1 ' une 
quelconque des . revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que les monomeres A, identiques ou differents, sont des 
OSes, plus particulidrement le glucose. 

5) Polymere biocompatible selon 1 ■ une 
quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre des groupements chimiques 
fonctionnels Z, differents de X et Y, capables de 
conferer aux polymeres de 1 ' invention des propriet^s 
biologiques ou physicochimiques suppl^mentaires . 

6) Polymere biocompatible selon la 
revendication 5, caracterise en ce que le taux de 
substitution de 1 ' ensemble des monomeres A par des 
groupements Z est compris entre 0 et 50 %, et de 
preference de I'ordre de 30%. 



7) Polymere biocompatible selon 1 ' une des 
revendications 5 ou 6 , caracterise en ce que le 
groupement Z est une substance capable de conferer au 
polymere une meilleure solubilite ou lipophilie. 



8) Polymere biocompatible selon la 
tion 7, caracterise en ce que les groupements 



Z, identiques ou differents, sont des acides amines, des 
acides gras, des alcools gras, des ceramides, ou des 
derives de ceux-ci, ou encore des sequences 
nucleotidiques d' adressages . 

9) Polymere biocompatible selon 1 • une des 
revendications 5 ou 6 , caracterise en ce que les 
groupements Z, identiques ou differents, sont des agents 
agents therapeutiques ou de diagnostic. 

10) Polymere biocompatible selon la 
revendication 9, caracterise en ce que le groupement Z 
est choisi parmi un anti- inf lammatoire, un anti- 
microbien, un antibiotique, une enzyme, un facteur de 
croissance. 

11) Polymere biocompatible selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que les groupements X, Y et Z sont fixes 
directement sur le monomere A ou bien fixes les uns aux 
autres, I'un seulement etant fixe au monomere A. 

12) Polymere biocompatible selon 1 ' une 
quelconque des revendications 5 a 11, caracterise en ce 
que les groupements Z sont fixes par covalence 
directement sur les monomeres A ou fixes par covalence 
sur les groupements X et/ou Y. 

13) Polymere biocompatible selon 1 ' une 
quelconque des revendications 5 a 11, caracterise en ce 
que les groupements Z sont conjugues aux polymeres de 
formule (I) par des liaisons autres que covalentes . 

14) Polymere biocompatible selon la 
revendication 13, caracterise en ce que les groupements 
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Z sont conjugues aux polymeres de formula (I) par des 
interactions ioniques ou hydrophiles. 

15) Composition pharmaceut ique ou de 
diagnostic, caracterisee en ce qu'elle renferme au moins 
un polymere selon 1 ' une quelconque des revendications 1 
a 14 associe dans ladite composition avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 



16) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 15, caracterisee en ce que le polymere 
biocompatible et le vehicule pharmaceutiquement 
acceptable sont associ^s sous une forme permettant 
1 'administration locale, intra-veineuse , intra- 
arterielle, intra musculaire, intra periton^enne , intra 
oculaire, dans le liquide cephalorachidien ou 
directement dans le systeme nerveux central, ou encore 
par voie orale, per os, per cutanea, sous cutanea, 
topique, dans tous les compartiments liquidiens da 
20 1-organisme, ou 4ventuellement une combinaison de 

celles-ci. 

17) Composition selon 1 ' una des 
revendications 15 a 16, caracterisee en ce que son 
25 dosage permet une administration de 0,001 a 

1 milligramme de polymere par centimetre carre ou de 
0,005 k 1 milligramme de polymere par centimetre cube de 
tissu a traiter. 

18) Composition selon 1 ■ une des 
revendications 15 k 16, caracterisee en ce qu'elle 
contient entre 0,01 et 10 milligramme da polymere par 
millilitre de solution physiologique de dissolution. 
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19) Composition salon 1 ' une des 
revendications 15 a 16, caracterisee en ce que son 



dosage permet une administration par voie systemique, 
intra-peritoneale, intra oculaire, dans le liquids 
cephalorachidien, dans le liquide intracochleaire ou 
dans tous fluides peri ou intra tissulaires, de 0,1 et 
100 milligramines de polymere par kilogramme de poids 
d'homme ou d* animal a traiter, 

20) Composition selon 1 ' une des 
revendications 15 a 16, caracterisee en ce que son 
dosage permet une administration par voie 
intramusculaire, comprise entre 0,2 et 5O0 milligrammes 
de polymere par kilogramme de poids d'homme ou d* animal 
a traiter, et de preference entre 1 et 50 mg par kg. 

21) Composition selon 1 ' une des 
revendications 15 a 16, caracterisee en ce que son 
dosage permet une administration per os comprise entre 
1 et 5000 milligrammes de polymere par kilogramme de 
poids d'homme ou d' animal a traiter, et de preference 
entre 10 et 500 mg par kg. 

22) Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 15 a 21, caracterisee en 
ce qu'elle est depourvue d'activite anticoagulante 
significative . 

23) Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 15 a 22, pour dtre 
utilisee dans un precede de stabilisation et de 
potentialisation des facteurs de croissance presentant 
une af finite pour I'heparine. 

24) Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 15 a 23, pour etre 
utilisee dans un precede de protection des facteurs de 
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croissance pr^sentant une af finite pour 1 ■ heparine 
contre des agents prot^olytiques comme la trypsine. 

25) Composition pharmaceutique selon I'une 
quelconque des revendications 15 a 21, pour etre 
utxlisee dans un procede d- inhibition des activites 
proteasiques impliquees dans le processus inf laxnmatoire . 

26) Composition pharmaceutique caracterise 
en ce qu'elle comprend au moins un polym^re 
biocompatible selon 1 ■ une quelconque des revendications 
l a 14 pour le traitement et/ou la prevention des 
lesions et souff ranees des tissus ou des organes . 

27) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 26, pour le traitement et/ou la prevention 
des lesions des tissus musculaires, nerveux et du 
tractus digestif. 
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28) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 26 pour la cicatrisation cutanee. 

29) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 26 pour la cicatrisation de la cornee. 

30) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 26 pour la cicatrisation de I'os plat. 

31) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 26 pour la cicatrisation de I'os long. 

32) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon l-une quelconque des revendications 
1 a 14 pour le traitement et/ou la prevention d • une 
inflammation. 
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33) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon 1 • une quelconque des revendi cat ions 
1 a 14 pour §tre utilises dans un precede de regulation 
de 1 'homeostasis de la masse et de la f onctionnalite des 
tissus et des organes . 

34) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendi cat ions 
1 a 14 pour ^tre utilises dans un proced^ de 
regeneration, de protection, de preservation et de 
vieillissement tissulaire et cellulaire in vivo et ex 
vivo. 



35) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 ^ 14, seul ou en association avec la SOD, pour le 
traitement et/ou la prevention des effets deleteres des 
ischemies, des radiations ionisantes et des produits 
oxydants induits lors de pathologies ou de stress ou 
encore apportes dans 1' alimentation. 

36) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14 pour ^tre utilises dans un precede de 
preservation et de protection centre les ischemies. 

37) Composition pharmaceutique caracterises 
en ce qu'elle comprend au moins un polymers 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14 pour le traitement et/ou la prevention des 
pathologies associees a une hypoxie, a une 
degenerescence cellulaire comme les neuropathies, les 



.nyopathies. les h^patopathies, les nephropathies, las 
cardiopathies, et aux peroxydations des molecules conme 

les lipides. 

38) composition phamiaceutique caract4ris«e 
en ce gu'elle comprsnd au n,oins un polym^re 
biocompatible salon l.una gualcongue des revendicatlons 
a 14 pour la consevation des tissus at organas at 
protheses. 

39) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
bxocompatxble selon 1 ■ une quelcongue des revendications 
1 a 14 pour le traitexnent et/ou la prevention des 
maladies cardiaques et nerveuses . 

40) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
bxocompatxble selon l-une quelconque des revendications 
a 14 pour le traitement et/ou la prevention des 
:nalad.es associees a une croissance anarchique des 
cellules et aux processus pathologiques en relation avec 
une angiogenese. 

41) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon 1 ■ une quelconque des revendications 
la 14 pour le traitement et/ou la prevention des effets 
deleteres des radiations ionisantes . 

42) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
l a 14 pour le traitement et/ou la prevention des 
fibroses . 
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43) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon l-une quelconque des revendications 
1 a 14, pour gtre utilises dans un procede de regulation 
de la proliferation des cellules mesenchymateuses comme 
les cellules musculaires lisses, les fibroblastes ou les 
cellules hepatiques et de regulation de la qualite du 
type de collagene qu'elles secretent. 

44) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon 1 ■ une quelcongue des revendications 
1 a.l4 pour le traitement et/ou la prevention des 
pathologies pulmonaires renales, hepatiques, cardiaques 
vasculaires, dermatologiques , des greffes et de leur 
integration f onctionnelle, des derives multiples liees 
aux parasistismes. 



45) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, pour le traitement et/ou la prevention des 
lesions et souffrances induites par un stress oxydatif 
et les agents oxydants . 

46) Composition caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un polymere biocompatible selon 1-une 
quelconque des revendications 1 a 14, seul ou en 
association avec un autre compose pour la preservation 
d'aliments ou de nutriments contenant naturellement des 
antioxydants ou auxquels ont ete ajoutes des agents 
antioxydants comme la SOD animale ou vegetale. 

47) Composition caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un polymere biocompatible selon 1 ' une 



quelconque des revendications 1 ^ 14 et de la 
animale ou vegetale. 



48) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu • elle comprend au moins un polymdre 
biocompatible selon 1 • une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention des agressions, de la souff ranee ou 
de la degenerescence des tissus nerveux. 

49) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon 1 ■ une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associ^ a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention du vieillissement . 



50) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymdre 
biocompatible selon 1-une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a .la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention des souffrances du coeur, du 
cerveau, du systeme nerveux central. 

51) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon 1 • une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention des lesions de la moelle epinidre 
ou de la re tine. 



52) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention des insuf f isances respiratoires 
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associees a la fatigue du diaphragme, comme la 
dystrophie musculaires . 

53) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention des effets deleteres associes au 
diabete comme dans les retinopathies diabetiques. 

54) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 ^ 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention de la lepre. 

55) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention du choc endotoxique. 

56) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour le traitement 
et/ou la prevention d ' une invasion par un agent 
pathogene, tel qu ' un agent viral, microbien, 
paras itaire, prion. 

57) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 ^ 14, seul ou associe a la SOD, pour #tre utilis^e 
dans un procdde de radiotherapie pour le traitement des 
cancers . 
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58) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymers 
biocompatible selon 1 ■ une quelconque des revendications 
1 a 14, seul ou associe a la SOD, pour la prevention 
et/ou le traitement des effets induits par lea rayons 
ultraviolets 
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59) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 ^ 14, seul ou associe a la SOD, pour la prevention 
et/ou le traitement de 1 'hypertension. 

60) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polymere 
biocompatible selon I'une quelconque des revendications 
1 a 14, pour la prevention et/ou le traitement des 
lesions et souffrances tissulaires rencontrees en 
traumatologie . 

61) Utilisation d'un biopolymere selon I'une 
quelconque des revendications 1^4 pour vehiculer un 
agent actif au niveau de tissus leses. 

62) Utilisation selon la revendication 61, 
caracterisee en ce que 1 • agent actif est un agent 
therapeutique ou de diagnostic. 
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PIS et P2S correspondent A des polym^res 
comportant en plus des groupements X, des groupements Y 
sulfonates et des groupements hydrophobes butyles Z 

La synthase de ce polymdre passe par la 
preparation de p-lactones ^-substitu6es et est suivie 
d'une polymerisation anionique par ouverture de cycle. 
Les trois p-lactones synth6tis6es sont representees k la 
figure 2 en annexe. 

Les monomeres sont obtenus k partir de 
I'acide DL-aspartique en quatre etapes avant la 
polymerisation comme montre A la figure 3 en annexe. 

La synthase du malolactonate d' alkyle se 
fait k partir de I'acide DL-aspartique oii R represente 
CH2-C6H5 (malolactonate de benzyle) ou -CH (CH3) -CH2-CH3 
( malolactonate de 2-butyle) ou encore -CH2-CH=CH2 
(malolactonate d'allyle) . 

aspari- irpio) 

1) Svnth^ffP dS I'ar-irt^ fPR.s^ ^. 

bromo.sucni ni gno 

La synthase de I'acide (2R,S) 
bromosuccinique est obtenue apres une reaction de 
diazotation de I'acide DL-aspartique. Pour cette 
reaction, le carbone portant le groupement amine subit 
une double inversion de configuration (Guerin et coll 
Optically active poly(P-malic acid), 1985, Polymer 
Bulletin, 14: 187) . 

100 g (0,75 moles) d'acide DL-aspartique et 
415 g (4,04 moles; 5,5 eq.) de bromure de sodium sont 
dissous dans 1620 millilitres d'acide sulfurique 2N dans 
un bain de glace. 62 g (0,9 moles; 1,2 eq.) de nitrite 
de sodium sont additionnes par petites quantites, sous 
agitation. 30 minutes apres la fin de cette addition, le 
milieu reactionnel est neutralise par 8 g (0,13 moles; 



POLYMfeRES BIOCOMPATIBLES LEUR PRQCED^ DE 
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS LES CONTENANT. 



La presente invention concerne de nouveaux 
polymeres biocompatibles, leur procede de preparation et 
les compositions les contenant. 

On connait dans I'art anterieur des 
polymeres derives de dextranes obtenus par substitution 
par des residus carboxymethyle, carboxymethyle- 
benzylamide et carboxymethyle-benzylamide-sulf onate . Ces 
polymeres, leur procede de preparation et leur propriete 
ont ete decrits dans le . brevet Frangais No. 2 461 724 
ainsi que dans le brevet US No. 4 740 594. Parmi ces 
polymeres, certains miment les proprietes de I'heparine 
et peuvent ttre utilises en tant que produits de 
substitution du plasma grSce a leurs propri4t6s anti- 
coagulante et anti-compl6mentaire . D'autres miment une 
propriete differente de l'h4parine qui consiste en une 
stabilisation, une protection et une potentialisation de 
I'activite biologique in vitro des facteurs de 
croissance de la famille des FGF (Tardieu et coll.. 
Journal of Cellular Physiology, 1992, 150, Pages 194 k 
203) . 

Par ailleurs, le brevet Frangais No. 2 644 
066 decrit 1 • utilisation de derives de dextrane 
carboxymethyl-benzylamide- sulfonate, designes CMDBS, 
seuls ou associes aux FGFs pour la cicatrisation. 

Plus recemment, il a ete propose dans les 
brevets Frangais No. 2 718 023, No. 2 718 024 et 
No. 2 718 026 d'utiliser des polymeres capables de 
proteger, stabiliser et potentialiser les facteurs de 
croissance a af finite pour I'heparine, tels les facteurs 
de croissance des fibroblastes ou FGF et du Transforming 
Growth Factor bSta (TGFp) , comme medicament pour le 
traitement des lesions respectivement du tractus 
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digestif, du systeme nerveiix, des tissus musculaires . 
Pour illustrer cet effet protecteur des derives de 
dextrane CMDBS, ces brevets rapportent les r^sultats de 
la digestion proteolytique par de la trypsine du PGFl, 
du FGF2 ou du TGPp. Ces proprietes de protection, de 
stabilisation et de potentialisation des facteurs de 
croissance a af finite pour I'heparine ont permis de 
caracteriser une nouvelle classe de polymeres, designes 
HBGFPP pour "Hepar in-Binding Growth Factor Protector and 
Potentiator", presentant une activite cicatrisante et 
reparatrice des tissus musculaires, nerveux et du 
tractus digestif et depourvus, aux doses utilisees, 
d'activites anticoagulantes . 

Outre, les applications des HBGFPP ci- 
dessus, le brevet Frangais No. 2 718 025 propose 
1 'utilisation de ces polymeres comme medicament pour le 
traitement des inflammations. Cette activite anti- 
inflammatoire est illustree par 1' activite d" inhibition 
in vitro d' enzymes prot^olytiques impliquees dans la 
reaction inf lammatoire comme 1' diastase leucocytaire ou 
la plasmine et in vivo par des etudes histologiques 
demontrant une reaction cellulaire inf lammatoire reduite 
dans les tissus traites par des derives de dextrane 
CMDBS. 

Toutefois, les derives de dextrane CMDBS 
sont des composes dont la synthese est difficile et qui 
presentent le risque de relarguer des residus connus 
pour leurs effets toxiques comme la benzylamine. 

En outre, les applications des HBGFPP et 
done du CMDBS proposees dans I'art anterieur sont 
limitees a la reparation et a la cicatrisation de 
certains tissus seulement. 

La pr4sente invention vise precisement a 
palier ces inconvenients en off rant de nouveaux 
polymeres biocompatibles faciles h preparer et 
presentant les propri4t6s des HBGFPP mais aussi, de 
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contenu dans le CMDBS et dont ies proprietes 
carcinogenes sont bien connues de I'homme de I'art 
(Wiessler M, et al . , Carcinogenesis. 1983; 4(7): 867-871 
; Singer GM, et al . , J Med. Chem. 1983; 26(3): 309-312). 
En consequence, le CMDBS est exclu des polymeres de 
1 ' invention. 

L' invention concerne aussi les compositions 
pharmaceutiques ou de diagnostic contenant au moins un 
polymere defini ci-dessus associe dans ladite 
composition avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. Ces compositions sont utilisables chez 
I'homme comme chez 1' animal. En effet, comma les HBGFPP 
decrits dans I'art anterieur, les polymeres de 
1' invention presentent les proprietes suivantes: 

lis sont depourvus d'activite 
anticoagulante significative, ce qui signifie qu'ils 
presentent une activite infer ieure a 50 UI /milligramme 
comparee a celle de I'heparine dont 1' activite est de 
I'ordre de 150 a 170 Ul/milligramme . 

- lis stabilisent et potential isent les 
facteurs de croissance presentant une affinite pour 
I'heparine et en particulier a titre d'exemple le FGFl 
et/ou le FGF2 et le TGF p. 

- lis protegent ces facteurs centre des 
agents proteolytiques comme la trypsine. 

- lis. inhibent les activites proteasiques 
impliquees dans le processus inf lammatoire comme par 
exemple elastase leucocytaire ou la plasmine. 

- lis exercent un effet cicatrisant dans au 
moins les modeles presentes dans les brevets suscites, 
sur les muscles, les nerfs ou le tractus digestif. 

Les polymeres de 1 ' invention constituent 
done une nouvelle classe d' agents favorisant la 
reparation des tissus musculaires, nerveux et du tractus 
digestif et presentant, comme cela est rapporte dans le 
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1) Polymere biocompatible constitue par un 
enchalnement de motifs identiques ou differents, de 
formule generale (I) suivante : 

A X Y 

a X y 

dans laquelle : 

- A represente un monom^re; 

- X represente un groupement carboxyle fixe 
sur un monomere A et repondant a la formule suivante : 
-R-COO-R', oil R est une liaison ou une chaine 
hydrocarbonee aliphatique, eventuellement ramifiee et/ou 
insaturee et qui peut contenir un ou plusieurs cycles 
aromatiques a 1' exception de la benzylamine et de la 
benzylamine sulfonate, et R- represente un atome 
d'hydrogene ou un cation, 

- Y represente un groupement sulfate ou 
sulfonate fix6 sur un monomere A et repondant k I'une 
des formules suivantes : -r-q-SOj-R', -R-N-SOj-R', 
-R-S03-R', oh R est une liaison ou une chaine 
hydrocarbonee aliphatique, eventuellement ramifiee et/ou 
insaturee et qui peut contenir un ou plusieurs cycles 
aromatiques a 1 • exception de la benzylamine et de la 
benzylamine sulfonate, et R- represente un atome 
d'hydrogene ou un cation, 

- a represente le nombre de monomeres A, qui 
est tel que la masse desdits polymeres de formule (I) 
est superieure k environ 5 000 daltons 

- X represente le taux de substitution de 
1- ensemble des monomeres A par les groupements X, lequel 
est compris entre environ 20 et 150%, et de preference 
est de I'ordre de 50%, 

- y represente le taux de substitution de 
1- ensemble des monomeres A par les groupements Y, qui 
est compris entre environ 30 et 150%, et de preference 
est de I'ordre de 100%, 
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a 1' exclusion d'un polym^re forme uniquement 
de motifs de glucoses lies par des liaison alpha 1-6 et 
substitu^s par : 

- des groupements de formule -R-COO-R' , oii R 
est une liaison ou un alkyle et R- represente un atome 
d'hydrog^ne ou un cation, avec tanx de substitution x 
superieur ou egal a 100%, 

- des groupements -R-SOj-R- oil R est une 
liaison et R- represente un atome d'hydrogene ou un 
cation, avec taux de substitution y inferieur ou egal 
72%. 

2) Polymere biocompatible selon la 
revendication 1, caracterise en ce que les monomeres A, 
identiques ou diff brents, sont choisis parmi les sucres, 
les esters, les alcools, les acides amines, les 
nucleotides, a I'exclusion d'un polymere forme 
exclusivement de motifs de glucose lie par des liaisons 
alpha 1-6 et substitues par : 

- des groupements de formule -R-COO-R • , oii R 
est une liaison ou un alkyle et R- represente un atome 
d'hydrogene ou un cation, 

- des groupements -R-SOj-R' oil R est une 
liaison et R' represente un atome d'hydrogene ou un 
cation. 

3) Polymere biocompatible selon I'une des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que les 
monomeres A, identiques ou differents, sont des oses et 
plus particulierement le glucose, a I'exclusion d'un 
polymere forme exclusivement de motifs de glucose lie 
par des liaisons alpha 1-6 et substitues par : 

- des groupements de formule -R-COO-R • , ou R 
est une liaison ou un alkyle et R- represente un atome 
d'hydrogene ou un cation. 
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. - groupements -R-SO3-R. ou R est une 



4) Polym^re biocompatible selon I'une des 
revend.cations 1 . 3, caract.ris. en ce c^e le radical ^ 
des groupement X et Y ^>,„,-„- 

alkyle, allyle arJle T • groupement 
y axxy±e, aryle, Imeaxres ou ramifies. 

5) Polymere biocompatible constitu^ par un 
enchalnement de motifs nri«r,t--i 

fo-rm,,i ' ' motifs identiques ou differents, de 

rormule generale (I) : > 

Aa Xx Yy 

dans laquelle : 
- A repr^sente un monbmere; 
sur ^ „.„ ''^P'^^^^t^ un groupement carboxyle fix* 

K est une liaxson ou une rh;=,'tr.^ 
hy^ocarbon.e alip.ati^e, *ventuelle.ent ramifLe t: ou 
insaturee et peut contenir un ou plusieurs c^.lls 

aroma .^es . L exception de la benzyiamine et .e l! 

benzylamme sulfonate, et R- r^r^r-^^ ^ 

^■1- -I . ' ei- K represente un atom«:» 

d'hydrogene ou un cation, 

" ^ represente un groupement sulfate ou 
sulfonate fix. sur un monom.re A et r.pondant . IZI 
des formules suivantes : -H-0-S03-R., -R-N-SO3-R., -R- 

alTlatil °^ hydrocarbonee 

alxphatxque, eventuellement ramifiee et/ou insaturee et 
peut contenir un ou plusieurs cycles aromatizes a 
1 exception de la ben.ylamine et de la benzylamine 
sulfonate, et R- repr.sente un atome d-hydrog.ne ou un 

est tel '1" ^^P^^^^^te le nombre de monom^res A, qui 

est tel que la masse desdits polym^res de formule (i, 
est superxeure ^ environ 5 000 daltons. 
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To ' represents le taux de substitution de 

!■ ensemble des monomeres A osr- ^ 

. "meres A par les groupements x, leauel 

est co.pri. entre e„vi.:„ 30 " 150% JfT"" /' 

est de l.ordre de 100%. ' P-*«rence 

et en ce gu'H coinprend en outj-a 
.ro. fonctionnels z, autrer xl 

et et la ben.yla.ine sulfonate, diff.rentTde ^ 

Lpp^Ltt^ires. Physicoc.i.i^es 

r... . Polymere biocompatible selon I'une des 

revendxcations 1^4, caracteris^ en ce au'il 
■ en outr*:. ri«o Qu il comprend 

n outre des groupements chimiques fonctionnels z 
autres que la benzylamine et 1^, Kor, -. • 
differents de X et de Y T 'V^^'^^^^^-^ sulfonate, 

Polym.res des propri.t JbiolT '^'^''^^^ ^"^"'^^ 

suppl^entaires ^-^og.c^es ou physicochimiques 

7) Polymere biocompatible selon I'une dec 
revendxcations 5 ou S, caracteris. en ce que ll 7L Z 
substitution de TensenO^le des monom.reT A par des 
groupements z est compris entre 0 et 50 % 1 T 
preference de Tordre de 30%. 



8) 



^. . ^°ly^^re biocompatible selon I'une des 

revendxcatxons 5^7, caracterise en ce que le 
groupement Z est une substance capable de confe'er au 
polymere une meilleure solubilite ou lipophilie. 

9) Polymere biocompatible selon la 
revendication 8, caracterise en ce que 1.. 

ce que les groupements 
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!;idfr"^" °" ■3i£«rents. sont da. a.ides ^in,s. des 

^-^^^ - - 

„, ^- • ^"l^^^e biocompatible selon I'une des 

revendications S 5i -? , 

5 a 7, caract4rise en ce au^ i^. 

.roupe.ents z, i.enti^es ou dif...ents, sont .en^ents 
therapeutxcjues ou de diagnostic. 

^. Polym^re biocompatible salon la 

revendxcation 10, caracterise en ce crue 1 . 
est obr^-io-i . ^ ■'■^ 9^oupement z 

est choxsx parmx un anti-inf laxnmatoire un .n^.• 



12) Polymere biocompatible selon l -une 
r™ T P..c.dente., ca„otL 

ce que les groupements X, y et z ^r>r.^ ^- ^ 

autres, 1 un seulement 6tant fixe au monom^re A. 

Polymere biocompatible selon I'une 
^elconque des revendications 5 . 12, caract.ris. en L 

les groupements z sont fixes par covalenn 
d.rec.ement sur les monom.res . ou fix.s^ar coTr Lc: 
sur les groupements x et/ou Y. vaxence 

biocompatible selcn I'une 
^elcon^e des revendications S * l., caract.ris. en « 
oue les groupements z sont conjugu^s aux polym^res al 
^ormule <l, par des liaisons autres <^e covalent™ 

revendicationl . la 

tion 14, caracterise en ce que les groupements 



interactions xoniques ou hydrophiles . 

. composition phamaceutique ou de 

diagnostic, caract^ris^e en ce ^.elle renf.rme au „oi„s 

2 ::t™:^^.'':-^°-"^"'^^^ ^ » encainj:: 

A X Y 

a X y 

dans laquelle : 

- A represents un monomers; 

- X represents un groupement carboxyle fix6 

^, ^ ' K est une liaison ou une chaine 

IZZT:: ^"^"-"-^ ie^ent ia.i.i.. 

insaturee et qui peut contenir un ou plusieurs cycles 
aro^atiques , L exception de . la ben.yla.ine et T la 
benzyWne sulfonate. et R. repr.sente un ato.^ 
d'hydrog^ne ou un cation, 

" ^ represents un groupement sulfate ou 

R SO,-R . ou R est une liaison ou une chalne 
-hydrocarbo„.e aliphati^e, .ventuelle„,ent ramifi.e et L 
insaturee et ^i peut contenir un ou plusieurs cycles 
aro:„ati,ues . !■ exception de la benzylamine et T la 
benzylamms sulfonate, et R- r-^r,^^. . 
d.hydrog^ne ou un cation, nte un ato.e 

est tel oue"/ monom^res A, gui 

est tel que la masse desdits polyxneres de for^ule (i) 
est superieure a environ 5 000 daltons 

~ represents le taux de substitution de 
1 ensemble des monom.res A par les groupemsnts x, lec^el 

est dTr^/T ™^ Pr^f^reTce 
est de I'ordre de 50%, 



- y represents le taux de substitution de 
!■ ensemble des monomeres A par les groupements y, qui 
est compris entre environ 30 et 150%, et de preference 
est de I'ordre de 100%, 

associe dans ladite composition avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

17) Composition pharmaceutique ou de 
diagnostic, caracterisee en ce qu'elle renfer^e au moins 
un polymere biocompatible selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 15, associe dans ladite composition 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

18) Composition pharmaceutique selon I'une 
des revendications 16 ou 17, caracterisee en ce que le 
polymere biocompatible et le vehicule pharmaceutiquement 
acceptable sont associes sous une forme per^ettant 
1 administration locale, intra-veineuse, intra- 
arterxelle, intra musculaire, intra peritoneenne, intra 
oculaire, dans le liquide cephalorachidien ou 
dxrectement dans le syst^me nerveux central, ou encore 
par voie orale, per os, per cutan^e, sous cutan^e, 
topxque, dans tous les compart iments liquidiens de 
I'organisme, ou ^ventuellement une combinaison de 
celles-ci . 

19) Composition selon I'une des 

revendications 16 a 18, caracterisee en ce que son 
dosage permet une administration de 0 001 ^ 
1 milligramme de polymere par centimetre carre ou de 
0,005 ^ 1 milligramme de polymere par centimetre cube de 
tissu k traiter. 

20) Composition selon i'une des 

revendications 16 a 18 cara<-i-^r-i 

a xo, caracterisee en ce qu'elle 



contient entre 0,01 et 10 milligramme de polymere par 
mxllilitre de solution physiologique de dissolution. 

21) Composition selon I'une des 
revendications 16 ^ 18, caract4ris6e en ce que son 
dosage permet une administration par voie syst^igue 
xntra-peritoneale, intra oculaire, dans le liguide 
cephalorachidien, dans le liquide intracochl^aire ou 
dans tous fluides peri ou intra tissulaires, de 0 1 et 
100 milligrammes de polymere par kilogramme de poids 
d'homme ou d' animal k traiter. 

22) Composition selon I'une des 

revendications 16 ^ 18, caracterisee en ce que son 
dosage permet une administration par voie 
intramusculaire, comprise entre 0,2 et 5O0 milligrammes 
de polymere par kilogramme de poids d'homme ou d- animal 
^ traiter, et de preference entre 1 et 50 mg par kg. 

23) Composition selon I'une des 
revendications 16 a 18, caracterisee en ce que son 
dosage permet une administration per os comprise entre 
1 et 5000 milligrammes de polymere par kilogramme de 
poxds d-homme ou d- animal ^ traiter, et de preference 
entre 10 et 500 mg par kg. 

24) Composition pharmaceutique selon I'une 
quelconque des revendications 16 a 23, caracterisee en 
ce qu'elle est d^pourvue d' activity anticoagulante 
significative. . 



25) Utilisation d'une composition selon 
I'une quelconque des revendications 16 a 24, pour la 
preparation d'un medicament destine la stabilisation et 
la potentialisation des facteurs de croissance 
presentant une af finite pour I'heparine. 
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26) Utilisation d'une composition selon 
I'une quelconque des revendications 16 k 25, pour la 
preparation d'un medicament destine a la protection des 
facteurs de croissance pr6sentant une affinity pour 
I'heparine contre des agents prot^olytigues comme la 
trypsine . 

27) Utilisation d'une composition selon 
I'une quelconque des revendications 16 k 23, pour la 
preparation d'un medicament destine a 1' inhibition des 
activites proteasiques impliquees dans le processus 
inf lammatoire . 

28) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polymdre biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 ^ 15 pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement et/ou a la 
prevention des lesions et souffrances des tissus ou des 
organes . 

29) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polymere biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 ^ 15 pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement et/ou k la 
prevention des lesions des tissus musculaires, nerveux 
et du tractus digestif. 

30) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polymere biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 15 pour la preparation 
d'un medicament destine k la cicatrisation cutanee. 

31) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polymere biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 15 pour la preparation 
d'un medicament destine k la cicatrisation de la comee. 
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32) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polym^re biocompatible selon I'une 
quelcongue des revendications 1 a 15 pour la preparation 
d'un medicament destine a la cicatrisation de I'os plat. 

33) Utilisation d'une composition comprenant 
au moins un polymere biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 A 15 pour la preparation 
d'un medicament destine a la cicatrisation de I'os long 



34) Utilisation d'un polymers biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ is pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement et/ou 
^ 1^ prevention d'une inflammation. 

35) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 k 15 pour la 
preparation d'un medicament destine 4 . la regulation de 

20 I'homeostasie de la masse et de la f onctionnalite des 

tissus et des organes. 



36) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon l-une quelconque des revendications 1 h 15 pour la 

25 preparation d'un medicament destine a la regeneration, 

la protection, la preservation et le vieillissement 
tissulaire et cellulaire in vivo et ex vivo. 

37) Utilisation d'un polymere biocompatible 
30 selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 

ou en association avec la SOD, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement et/ou k la prevention 
des effets deiet^res des ischemies, des radiations 
lonisantes et des produits oxydants induits lors de 
35 pathologies ou de stress ou encore apportes dans 

1 ' alimentation . 
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38) Utilisation d'un polym^re biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament destine h la preservation et 
de protection contre les ischemies. 

39) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des pathologies associees k une hypoxie, k 
une degenerescence cellulaire comme les neuropathies, 
les myopathies, les hepatopathies, les nephropathies, 
les. cardiopathies, et aux peroxydatidns des molecules 
comme les lipides. 

40) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 15 pour la 
conservation des tissus et organes et proth^ses. 

41) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'tine quelconque des revendications 1 k 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des maladies cardiaques et nerveuses . 

42) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des maladies associees a une croissance 
anarchique des cellules et aux processus pathologiques 
en relation avec une angiogenese. 

43) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des effets deieteres des radiations 
ionisantes . 



8? 
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44) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une guelconque des revendications 1 ^ 15 pour la 

. preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des fibroses. 

45) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament pour la regulation de la 
proliferation des cellules mesenchymateuses comme les 
cellules musculaires lisses, les fibroblastes ou les 
cellules hepatiques et de regulation de la qualite du 
type de collagene qu'elles secretent. 

46) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des pathologies pulmonaires renales, 
hepatiques, cardiaques, vasculaires, dermatologiques,' 
des greffes et de leur integration f onctionnelle, des 
derives multiples liees aux parasistismes . 

47) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 k 15 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement et/ou la 
prevention des lesions et souffrances induites par un 
stress oxydatif et les agents oxydants. 



48) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou en association avec un autre compose pour la 
15 preservation d' aliments ou de nutriments contenant 

naturellement des antioxydants ou auxquels ont ete 
ajoutes des agents antioxydants comme la SOD animale ou 
vegetale . 



88 



49) Composition caract4ris6e en ce qu'elle 
comprend au moins un polymere biocompatible selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 15 et de la SOD 
animale ou vegetale. 



50) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des agressions, 
de la souffrance ou de la degenerescence des tissus 
nerveux . 



51) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a . 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention du 
vieillissement . 

52) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des souffrances 
du coeur, du cerveau, du systeme nerveux central. 

53) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des lesions de la 
moelle epini^re ou de la retine. 



54) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des insuf f isances 
respiratoires associees a la fatigue du diaphragme, 
corame la dystrophie musculaires. 



63 



55) Utilisation d'un polymers biocompatible 
selon I'une quelconcjue des revendi cat ions 1 ^ 15, seul 
ou associ^ k la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des effets 
deleteres associes au diabete comme dans les 
retinopathies diab^tiques. 

56) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une guelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention de la l^pre. 

57) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention du choc 
endotoxique . 

58) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 gi 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention d'une invasion 
par un agent pathogene, tel qu'un agent viral, 
microbien, parasitaire, prion, 

^ 59) Utilisation d'un polymere biocompatible 

'selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe a la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des cancers pour 
dans un precede de radiotherapie . 

60) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe h la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention des effets 
induits par les rayons ultraviolets. 



61) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, seul 
ou associe k la SOD, pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement et/ou la prevention de 
1 'hypertension. 



62) Utilisation d'un polymere biocompatible 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, pour 
la preparation d'un medicament pour le traitement et/ou 
la prevention des lesions et souffrances tissulaires 
rencontrees en traumatologie . 

63) Utilisation d'un biopolymere selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4 pour la preparation 
d'un medicament destine a vehiculer un agent actif au 
niveau de tissus leses. 



64) Utilisation selon la revendication 63, 
caracterisee en ce que 1' agent actif est un agent 
therapeutique ou de diagnostic. 



Fig.l 




Les acides -p-malique 
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Fig. 2 



CH3 

COO-CH-CH2-CH3 
CH-O 

CH2-C=0 /.MLABu 
malolactonate de 2-butvIe 



COO-CH2-C6H5 
CH - O 

CH2-C=0 2.MLABC 
malolactonatede benzyle 



COO-CH2-CH=CH2 

CH-O 

CH2-C=0 J.MLAAI 
malolactonate d'all vie 



Stiructure des 3 p-lactones. 



avant 
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FI6.3 



CO2H 

H,N — C H 

I 

CH, 
CO2H 

Acide DL-aspartigue 
CO2R 



NaBr. H"" 



NaNOj. 0°C 



CH- 
I 



MaJolactonate 
d'alkyle 



COjH 

Br C — H 

. I 
CH, 

I ■ 
CO2H 

Acide 
bromosuccinique 



H2O / solvant organique 
a reflux 



pH basique 
fone agiiaiion 



THF anhydre 
>^ 

TFAA, 



R— OH (1 eq.) 
60°C/16 h. 

CO2R 

Br C — H 

I 

CH, 
CO2H 

= 70% 



Br 
I 

CH C 

CH,— C^ 
5 O 
R =CH3 
R=C2H5 
YR=CH2C6H5 

CO,H 

I " 
Br C H 

I 

I " 
COoR 

= 30 % 



R = -CH(CH3)-CH2-CH3. malolactonate de benzyle ou -CH (CHS ) -CH2-CH3 
(malolactonate de 2-butyle) ou -CH2-CH=CH2 iL^ i . ^"<cp> CH2 CHS 

jr / v,«^ <_M-CH2 (malolactonate d'allyle) . 
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Fig. 4 



CHi-C«H5 



CH-CHi-CHj 
CH, 



O 
I 

CHj-CH^CHi 



EPOXVOATXON 



MCPBA 



r 



^ -CH-CHj-C— 
\ C=0 



I 

o 

I 

CH, - C4M1 



HYDROGENOLYSE 



-CH-CHj 

c=o 



O 
I 

CH -CM, -CH, 
CH, 



-C-— |,/N/v4-<>--CH-CH, -C-4 
/ y \ 9=0 / ^ 



H, Pd/C 
Oio^ianc 



O 
I 

CH, -CH ^CH, 
O 




SULFONATION 



N«,S,0, 



fCH— 



i-CHi-C-A^ 
=0 /x 



o 

0-CH-CH,-C 

c=o 
I 

o 

I 

CH -CH, 
CH, 



O \ 

-CH,-^a 



•^^-t— O-CH- 
y \ C=o 
o 
I 

CH,-CH — CHjSO,- 
OH 



Schema recapitulatif de la synthese de derives du poly(acide p 
malique) . 
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Figure 5 

Monomeres A 



Monomeres de type A-X 

iJoJ ftolJ 



L.jj; »". 



HO 



Monomeres de type A-Y 



I OH 



^IAoJ 



o 
X 



Monomeres de type A-Z 



z -1 



fcJo-i 



LI 



O 

k z 

r Z -, 1 
^4IA.o-! ho^IAoJ 



o 

f OH 



ion 
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Figure 6 



Reference 




X = 

% coo- 


Y = 
% S03- 


Z 




CMlD 


48,98 


0 


0 


RGTA 1 nni 


CMiDSn, t; 


48,5 


13.1 


0 1 


r\.vj X /4. ± U U ^ 


CMiDSn^7=; 


44,7 


1 25.3 


0 1 


RGTA 1 00*^ 


CMiDSi 


40,9 


40.6 


0 1 


r\,vj J. >i X U U 41 


CMiDSi ^ R 


31,7 


56.5 


0 1 


rtvjr 1/4. ± u U D 


CM1DS2 


26,3 


82,3 


0 j 


RGTA 1006 


CMi DSex 


1 Q 1 

19.1 


1 94,4 


0 


JtxVj X A X u u / 


CM2D 


91,8 


0 


0 j 


I\Vj X /I X u u o 


CM2 DSn ^ ^ 


84,9 


18,4 


0 j 


r\\j±j\ xuuy 


CM2DSo^7«^ 


63,7 


30,3 


0 1 


rvVj X A X U X u 


CM2DS1 


61,1 


37,3 


0 j 


■t>.Vjr X A X U X X 


CM2DS1 5 


57,8 


44,6 


0 1 


RGTA 1012 


CM9DS0 




55 , 7 


0 j 


RGTA 1013 


CM2DSex 


22, 6 


58 , 5 


n 1 


Jt\.ijjXA XUX4 


CM3D 


118,3 1 


0 


0 1 


tss^LIX XUXD 


CM3DS0, 5 


102.7 


15,6 


0 1 


RGTA 1016 


CM'^DSn 




36,5 


0 j 


RGTA 1017 


CM3DS1 


87,3 1 


42 , 0 


n I 
^ 1 


RGTA 1018 


CM3DS1 . R 


71,2 1 


55 0 




RGTA 1019 


CM3DS2 


68,9 1 


-J -J ^ \j 
57 1 


n 1 


RGTA 1020 


CMdD 


1 n 1 
X3*t , u 1 


0 


0 


RGTA 1021 


CM4DS0 ^ 


114,8 1 


8,9 


0 j 


RGTA 1022 


CM4DS1 


104,9 1 


24,6 


0 j 


RGTA 1023 


CM4DS2 


72,2 1 


51,8 


0 j 


RGTA 0040 


DS commercial 


0 


97,6 


0 1 


RGTA 1024 




0 1 


103,0 


0 


RGTA 1025 


DSo.25 ^cruiv 


0 T 


41,4 


0 1 


RGTA 1026 


DSo.125 ^ouiv 


0 1 


23,5 


0 1 



Tableau rapportant pour chacun des RGTA ref^renc^s et correspondant 
aux polym^res de type CMnDSn,. les pourcentages de definition en 
groupements libres X et Y. Dans cette s6rie Z = rien. 
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Figure 7 



CM2DPhSSL 



partir du p-ph6nylsulf onate 



jOSO^* — 1 '— I- 
o 

I " 

H 

ISH 
3^3 
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Figure 8 



CM2DES1 



A partir de 1 ' 6thylenedi amine 




MiS03 
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Figure 9 



CM3DPheS2 



A partir de la phenylalanine methylester 




CM3DTyrS2 



A partir de la tyrosine methylester 




090^ 
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Figure 10 



CM^DPalmS^ 




CH2 CH2 



A partir de 1 ' acide palmitique (C16) 



I 
I 

CH-i 



CDO 



CM-j^DOleicSi 




A partir du chlorure ol^ique (C18;9) 



3OSO/ 

CH CDO 



II 

CH 

CH3 
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Figure 11 



jReference 


Ipolymeres 


Activity 
anti- 
coagulant< 
en UI 


Reference 




Activity 
anti- 
V* \ja,^M ± an u e 
en TTT 


Hep 


Heparine 


176 


RGTA 1013 


CM2DSex 


<50 


RGTA 2010 


1 Pcoo- 


<50 


RGTA 1014 


CM3D 


<50 


RGTA 2011 


PIS 


<50 


RGTA 1015 


CM3DS0. 5 


<50 


1 RGTA 2012 


P2S 


<50 


RGTA 1016 


CM3DS1 


<50 


RGTA 1000 


CMlD 


<50 


RGTA 1017 


CM3DSn . ^ 


<50 


RGTA 1001 


1 CMiDSo . 5 


<50 


RGTA 1019 


CM3DS2 


<50 


IrGTA 1002 


CMiDSo . 715 


<50 


RGTA 1110 


CM2DPhSSl 


<50 


JrGTA 1003 


CMiDSi 


<50 


RGTA 1111 


CM2DESI 


<50 


RGTA 1004 


CMiDSl . s 


<50 


RGTA 1112 


CM2DPheS2 


<50 


RGTA 1005 


CM1DS2 


<50 


RGTA 1113 


CM3DTyrS2 


<50 


IrGTA 1006 j 


CMiDSex 


<50 


RGTA 1114 


CMiDPalmSl 


<50 


RGTA 1007 


CM2D 


<50 


RGTA 1115 


CMiDOleicSl 


<50 


IRGTA 1008 


CM2DS0 . S 


<50 


RGTA 0040 


DS coininercial 


<50 


IRGTA 1009 ( 


C:M2DSo.7.S 


<50 


RGTA 1024 


DSO . 5 equiv 


<50 


IRGTA 1010 j 


CM2DSa 


<50 


RGTA 1025 


DS0,2 5 equiv 


<50 


RGTA 1011 T 


CM2DS1.5 


<50 


RGTA 1026 ] 


^^0,125 equiv 


<50 


IrGTA 1012 1 


CM2DS2 


<50 


RGTA 0001 


Dextran T40 


<50 



Activites anti coagulant es des polymeres 
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Figure 12 



Traitement 


20° C 


20° C 


20° C 


20° C 


37° C 


37° C 


Valeur de I'EDSO a 


0 jour 


1 iour 


7 j ours 


5 15 jours 


! 1 iour 


7 -jours 


FGFl seul 


6 


8 


14 


>20 


7 


>20 


FGPl +Heparine 


0,8 


1,2 


6 


16 


1,4 


15 


FGFl + Dextran T40 


6 


10 


>20 


>20 


7 


>20 


FGFl + DS commercial 


6 


8 


>2 0 


>20 


7 


>20 


FGFl + DSo.5 equiv 


6 


8 


>20 


>20 


7 


>20 


FGFl + DS0.12.S ^quiv 


6 


10 


>20 


>20 


7 


>20 


Pcoo- 


8 


>20 


>20 


>20 


18 


>20 


PIS 


3 


6 


10 


17 


5 


15 


P2S 


1 


3 


9 


14 


3 


11 


FGFl + CMlD 


6 


9 


>20 


>20 


7 


>20 


FGFl + CM2D 


6 


7 


>20 


>20 


7 


>20 


FGFl + CM1DS2 


0,5 


1,1 


6 


17 


2,1 


16 


FGFl + CM2DS2 


2 


8 


15 


>20 


5 


>20 


FGFl + CM2DPhS 


8 


15 


>20 


>20 


8 


>20 


FGFl + CM:2DPhSSl 


2 


6 


18 


>20 


3 


14 


FGFl + CM2DES1 


1 


3 


8 


17 


9 


>20 


FGFl + CM2DPheS2 


0,9 


2 


4 


13 


8 


17 


FGFl + CM3DTyrS2 


3 


5 


>20 


>20 


9 


>20 


FGFl + CMaDPalmSl 


4 




16 


>20 


14 


>20 



Effets stabilisateurs des polym^res sur le FGFl 
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Figure 13 



References 
polvm^res 


Conditions 


concentrations 
(ug/ml) 


(na/ml) 


aUDU FGF2 

(pa/ml) 




FGF seul 


0 


8 


56 




h^parine 


1 


2 


35 


RGTA 2010 


Pcoo— 


100 


4 


56 


RGTA 2 011 


PIS 


100 


2.5 


38 


RGTA 2012 


P2S 


100 


4 


41 


RGTA 0040 


DS coiranercial 


100 


3 


30 


RGTA 1024 


DSo,5 equiv 


100 


4 


36 


RGTA 1026 


DSo,125 ^quiv 


100 


6 


48 


RGTA 1000 


CMiD 


10 


12 


168 


RGTA 1007 


CM2D 


10 


16 


297 


RGTA 1005 


CM1DS2 


10 


1 


40 


RGTA 1012 


CM2DS2 


10 


1,5 


31 


RGTA 1110 


CM2DPhSl 


10 


8 


53 


RGTA 1111 


CM2DES1 


10 


5 


45 


RGTA 1112 


CM2DPheS2 


10 


3 


38 


RGTA 1113 


CM3r>TyrS2 


10 


2 


30 


RGTA 1114 


CMiDPalmSl 


10 


9 


42 



Effets potentialisateurs sur le FGFl et le FGF2 
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Figure 14 




Pourcentage de FGFl et de FGF2 et de TGFP non degrade par la trvr,c,-r,o 
en presence des polym^res poly acide B^li^e ^'^^^"^ 
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Figure 15 



de protection 



J Polym^res 


j deS fr:^ 

FGF2 


cteurs 


J- CM7D 


' 22 


TGFp 
23 




29 


32 


1 CM3DS1 j 


32 


38 


1 CM3DS1 ^ q 1 


35 


40 1 




Pourcentage de FGF2 et d*. TnT? n 

r.r-^ ^ ^ °" d^grad^ par la trypsins en 

presence des polyxn^res derives de dextranes 
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Figure 16 




IC 50 en 



diastase 
.>100 



CM2DSn ^ ^ 
CM2DSn ^ 7 
CM2DS 
CM2DS1 ^ c; 
CM2DS2 



CM3DS1 
CM3DS1 ^ 

CM3DS2 
CM2DPhSl 
_CM2DES1 
CM2DPheS2 
CM3DTyrS2 
CMiDPalmSl 



2 



PS commercial 
. S ecruiv 
DS0.2S ecruiv 

Dextran TAn 



tg/ml 



plasmine l 
_0, 07 
>100 



_6_ 
1.5 



2,4 



3,8 



0,3 
0^5 

9 



>100 


>100 


>100 


>100 


>100 , 


>100 


>100 


>100 


>100 


>100 



Ef fets inhibiteurs des polyxn^.es sur les activit.s 
de 1- diastase leucocytaire et de la plasmine 



17/30 



Figure 17 



Produits 



doses 



Temoin 



_DS commercial I 

-j^^o.;^5 ^cruiv 
-£§0^J^5_^quiv_ 
Pcoo- 



10 
50 
100 
200 
100 
200 
100 
200 
100 
200 
100 
200 
.50 
100 
200 



_50 
100 
200 
50 
.100 
200 
50 
100 
200 



effets en 

% du 
Jb^moin 



Produits 



doses 
^tg/Inl 



100 



_<100 
_<100 
<100 
<100 
_<100 
.120 
<100 
<100 
_112 
124 
_<100 
121 
109 
125 
<100 
129 
<100 
<100 
.<100 
150 
199 
135 
152 
170 
177 
<100 
<100 
<100 



_CM2D 
_CM2DS2 



_CM3dI 
_ CM3DS2 I 



CM2DPheS2 I 
CM3DTvrS2 



100 
200 
50 

_ioq 

^50 
100 
_200 
_50 
_100 
200 
50 
_100 
200 
50 



100 
_200 
_50 
_100 
_200 
_50 
100 



effets en 
% du 



50 


J 13 4 


100 


J IfiQ 


200 


231 1 


1 50 1 


<ioo 1 


_ 100 j 


<10Q j 


20 1 


143 1 


50 I 


^ 138 1 



191 
213 
<100 
<100 
136 
147 
178 
115 
178 
189 
137 
144 
_168 
152 



196 
_154 

167 
_241 
203 
133 



157 



176 



variables de polym^res. 



^^^^^ ^^^ctificatt^ 
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Figure 18 



Conditions experimentales 



SOD temoin a pH = 7 



.50 microg/mL CM1DS2 ^ sOD A pH = >7 

, 250 microg/mL CM1DS2 + SOD A pH = 7 

500 microg/mL CM1DS2 ^ sOD a pH = 7 
_50 microg/mL de 



Activite de la SOD en 
unites arbitr;^-t t-oo 



132 
165 




Modulation de !■ activite in vitro de la SOD par les polyxn^res • 
Hffets protecteurs et potent ialisateurs de deux ho.., le 70^1005 
(CM1DS2) et le RGTA 1113 (CM3DTyrS2) 
sur 1- activity de la SOD in vitro 



j 
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Figure 19 



% d'activite 
residuellQ 



Polyindres 
^ 100 mcr/TTil 

Rien 
_ Heparine 
Pcoo- 
PIS 
P2S 
CMiD 
CMiDSq . «^ 
CMiDSn.7R 
CMiDSi 
CMiDSl . s 
CM1DS2 



SOD + 
Try psine 
_0_ 
60 
_0_ 
70 
80 
_0_ 
90 
100 
100 
95 
100 



CMiDSex 



90 



CM2D 
CM2DSr) ^ R 

CM2DS1 



90 

100 



j: m2DS] 
CM2DS2 



70 
90 



SOD a 

^0 

0 

80 

70 
70 
90 
75 
85 



90 



55 
70 



Polym^res 
-j^ 100 mq/ml 

CM3D 
CM3DSn 
CM3DS] 
CM3DS2 
CM4D 
CM4DS0 
CM4DS 
CM2DPhSSl 
CM2DESI 
CM2DPheS2 
CM3DTyrS2 



1 % d'activite 

residual 


SOD + 
iTrvpsinf^ 


SOD a 

60 °C 1 


0 


0 


1 55 


j 60 1 


1 30 


40 1 


1 10 


' 20 1 


0 


0 I 


60 


100 j 


j 80 


100 1 


1 50 1 


60 


60 1 


80 1 


80 T 


100 1 
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Figure 20 
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Figure 21 
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s inhibit eurs des RGTA sur la calpaine 
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Figure 22 
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Figure 23 
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Actions des RGTA sur la secretion des collagenes in vitro par les 
cellules HISM soumises a des radiations ionisantes de eoco. 
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Figure 24 
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Figure 25 
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Effets protecteurs des RGTA sur la survie de cellules 
soumises a des irradiations au co 
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Figure 26 




Action antifibrotique des RGTA sur des cellules musculaires lisses 

d'aorte de pore 



30/30 
Fig. 30 
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Effets des RGTA sur la regulation de la masse osseuse et sur 

qualite de son remodelage : 
Exemple d'une parodontie chronique 
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Figure 6 
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Figure 18 
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